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“There will always being those

who say you are too young and delicate

to make anything happen for yourself.

They don't see the part of you that smolders.

Don't let their doubting drown out the sound of your own heartbeat.
You are the first drop of a hurricane.

Your bravery builds beyond you

. You are needed by all the little girls still living in secret,
writing oceans made of monsters and throwing like lightening.
You don’t need to grow up to find greatness.

You are stronger than the world has ever believed you to be.
The world laid out before you to set on fire.

All you have to do

is burn.”

Clementine von Radics
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RESUMO
TESE DE DOUTORADO

Maria Danielma dos Santos Reis

A involugao do timo ao longo do envelhecimento se caracteriza por alteragbes nas
células que compdem o seu microambiente, contudo as suas causas ainda nao
estdo completamente esclarecidas. No intuito de contribuir para conhecimento a
cerca desse fendmeno, esta tese teve por objetivos avaliar a expressdo de genes
importantes para o desenvolvimento e fungéo linfopoiética do timo como também
investigar o mecanismo de regulacdo da expressao génica de FOXN1 através de
metilagdo de DNA. Para isso, foram utlizadas amostras de timo humano de
diferentes idades provenientes de pacientes submetidos a cirurgia cardiaca. Quanto
aos aspectos morfologicos, os timos de doadores entre cinco dias e um ano de
idade (grupo poOs-natal) apresentaram uma arquitetura microscépica caracteristica
do 6rgao, sem sinais de involucdo. Nessas amostras, também foi verificada uma
deposicdo normal de citoqueratina, distribuida pelo 6rgdo como uma fina rede de
filamentos intracelulares. Ja nos timos de doadores acima de 49 anos (grupo adulto-
idoso), observou-se a perda da arquitetura timica, presenca de uma grande
guantidade de tecido adiposo e uma deposicdo de citoqueratina irregular, quando
presente, com regides semelhantes a areas livres de células epiteliais timicas (TEC).
Nos ensaios de PCRq, foi verificado um aumento na expressao dos genes DLL1 e
DLL4, e uma diminui¢cdo na expressdo de FOXN1 em amostras de timo adulto-idoso
em comparacdo com amostras de timo poés-natal. Além disso, nédo foi possivel
detectar a presenca da proteina FOXN1 em cortes congelados de timo adulto-idoso
em relacdo as amostras de timo pds-natal. Na linhagem de TEC humana pdés-natal,
foi verificada a auséncia de FOXN1 sob condi¢c6es de estimulo da via classica de
sinalizacdo de WNT bem como através de cultivo em arcaboucos tridimensionais. A
andlise do padrdo de metilagdo de DNA no gene FOXNL1, realizada através de
sequenciamento de DNA convertido com bissufito de sédio derivado de amostras de
timo humano e da linhagem de TEC humana pdés-natal, demonstrou alteracdes na
metilacdo do DNA em regides do intron 1 e do éxon 2 do gene. Estes resultados
demonstram, pela primeira vez, que existe um mecanismo de regulacdo epigenética
em FOXN1 durante o envelhecimento no timo.

Palavras-chave: FOXNL1, Metilacao de DNA, Involucédo timica.
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ABSTRACT
TESE DE DOUTORADO

Maria Danielma dos Santos Reis

Thymic involution during aging is accompanied by alterations on its
microenvironment, however little is known about the mechanisms responsible for
these modifications. In this study we aimed to evaluate the expression of genes
critical for thymopoiesis and the FOXN1 gene epigenetic regulation by DNA
methylation. We obtained human thymic samples from patients ongoing cardiac
surgery with different ages. In the morphological evaluation, thymus from donors with
five days-old to one year-old (posnatal group) showed a typical thymic architecture,
without involution signs, and a normal cytokeratin labelling pattern distributed as a
thin filament network on the organ. When thymuses from adult-old donors (49 to 78
years-old) were analyzed, it was seen a disruption on thymus microenvironment, with
large adipose tissue infiltration and an irregular cytokeratin pattern revealing some
epitelial-free areas. The qPCR assays showed that DLL1, DLL4, FOXN1 e WNT4
genes were expressed during aging on thymus, but DLL1 and DLL4 presented high
expression in thymuses from adult-old samples regarding the postnatal group, while
the FOXN1 expression was lower in adult-old group. By immunofluorescence, we
were not able to detect FOXNL1 staining in thymus sections from adult-old samples
when compared with samples from postnatal thymus. In human thymic epithelial cell
line (THPN), we show that FOXN1 expression is refractory to signals that induce
FOXN1 transcription in primary 3D culture conditions and by stimulation of the
canonical WNT signaling pathway. Next, we analyzed the DNA methylation pattern
on FOXN1 gene by bisulfite sequencing using converted DNA from human thymus
and THPN cell line. It was observed differential methylation on intron 1 and exon 2
selected regions on the gene sequence. These results demonstrate for the first time
that FOXN1 gene expression in thymus may be regulated through an epigenetic
mechanism during aging.

Key words: FOXN1, DNA methylation, thymic involution
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JAG: Jagged

JCM: Juncao cortico-medular

kDa: kilodalton

LEF: Lymphoid enhancing factor (fator estimulador linfoide)

LFA-1: Lymphocyte function-associated antigen 1 (Antigeno linfocitario associado a
funcao 1; integrina a.Bz2)

LiCl: Cloreto de litio

LINE-1: Long interspersed nuclear element-1 (Elemento nuclear intercalado longo)
MEC: Matriz extracelular

MHC: Major histocompatibility complex (Complexo de histocompatibilidade)
MTEC: Célula epitelial medular

NCBI: National Center for Biotechnology Information

NCC: Neural crist cells (Células da crista neural)

NIH: National Institute of Health

PAX: Paired box

PAX3: paired box gene 3

PAX5: paired box gene 5

pb: pares de base

PBS: Salina fosfatada tamponada

PCRq: PCR quantitativo em tempo real

PDTIS: Programa de Desenvolvimento Techolégico em Insumos para Saude
Plin2: perilipin 2 (gene murino)

PPARG: peroxisome proliferator-activated receptor gamma

RNA: Acido ribonucléico

RPL13A: Proteina ribossomal L13A (gene humano)

RRBS: Reduced representation bisulfite sequencing (Representacdo reduzida do
sequenciamento apos tratamento com bisulfito)

RT-PCR: Reacdo em cadeia da polimerase ap0s reacao com transcriptase reversa
SAM: S-adenosil-L-metionina

SFRP1: secreted frizzled-related protein 1 (gene humano)

SIX1: sine oculis-related homeobox 1

SP: Timécito simples-positivo

TCF: T cell factor (fator de linfécitos T)

TCR: T cell receptor (Receptor de célula T)
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TEC: Thymic epithelial cell (Célula epitelial timica)

TEP: Thymic epithelial precursor (Célula precursora epitelial timica)
TFRC: Receptor de transferrina

Thy: fenotipo de linfécito T auxiliar do tipo 2

THPN: Thymic human postnatal (Linhagem de TEC humana pés-natal)
TIMP1: TIMP metallopeptidase inhibitor 1 (gene humano)

TNC: Thymic nurse complex (Complexo nurse timico)

TRA: Tissue-restricted antigen (Antigeno restrito ao tecido)

Treg: linfécito T regulador

TSDR: Treg-specific demethylation region (Regido demetilada especifica de Treg)
TSS: Transcription start site (sitio de inicio da transcricéo)

UCSC: Universidade da Califérnia-Santa Cruz

UTR: Untranslated region (Regido ndo-traduzida)

VLA: Very late antigen (Antigeno de aparecimento tardio)

WNT: Wingless-type MMTYV integration site family

WNT-4: wingless-type MMTYV integration site family, member 4.

X-Gal: 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactosidio
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1 INTRODUCAO

1.1 Timo

1.1.1 Organogénese e morfologia

O timo é um o6rgéao linféide primario responsavel pelo desenvolvimento dos
linfécitos T. Esta localizado no mediastino, sobre o coracdo, anterior aos grandes
vasos que irrigam o coragdo. O seu desenvolvimento inicia-se nos primeiros estagios
do periodo embrionario, a partir de um o6rgdo primordial em comum com a
paratireoide derivado do endoderma da terceira bolsa faringea, cercado por células
da crista neural (Gordon et al., 2004). A formagcdo do 6rgao primordial comum é
mediada pela acao do fator de transcricdo HOXA3 (abreviatura do Inglés homeobox
A3) e sua via de sinalizagéo subsequente que envolve os fatores PAX1 (abreviatura
do Inglés paired box gene 1), PAX9, EYA1 [abreviatura do Inglés eyes absent 1
homolog (Drosophila)], SIX1 (abreviatura do Inglés sine oculis-related homeobox 1)
e SIX4 expressos no endoderma das bolsas faringeas (Revisado em Manley e
Condie, 2010). Animais deficientes para o gene Hoxa3! ndo desenvolvem timo nem
paratireoide como também ndo expressam os fatores PAX1 e PAX9 (Su et al.,
2001). Por sua vez, animais deficientes para os genes Paxl e Pax9 tém prejuizo no
desenvolvimento do primérdio timo/paratireoide e na localizagéo final do timo (Su et
al., 2001; Hetzer-Egger et al., 2002). Esses fatores continuam a ser expressos no
timo apds o nascimento, sendo importantes para manutencao e fungéo do érgao (Su
et al., 2001; Hetzer-Egger et al., 2002). Os eventos que ocorrem durante o
desenvolvimento embrionario do timo estéo ilustrados na Figura 1.1.

Em camundongos, o 6rgéo primordial comum se forma a partir do 11° dia de
desenvolvimento embrionario (determinado pela sigla E11), sendo composto por
células endodérmicas precursoras arranjadas em dominios caracterizados pela
expressao dos fatores de transcricdo FOXN1 (abreviatura do Inglés forkhead box
N1) e GCM2 [abreviatura do Inglés glial cells missing homolog 2 (Drosophila)], que
irdo originar o timo e a paratireoide, respectivamente (Revisado em Blackburn e

! Nomenclatura do genoma murino obtida do banco de dados do genoma murino MGD
(Mouse Genome Database) (Blake et al., 2014).
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Manley, 2004) (Figura 1.1). O desenvolvimento do 6rgao primordial € um evento
evolutivo conservado em humanos e pode ser observado a partir da sexta semana
de gestacdo em conjunto com o inicio da expressado de FOXNL1 (Farley et al., 2013).
A partir do estagio E13.5, em camundongos e da oitava semana de gestacdo em
humanos, o dominio celular timo-especifico migra para regido caudal, em direcédo ao
coracao, e se aloca sobre os grandes vasos, constituindo o timo toracico, enquanto
gue o dominio com as células GCM2 positivas migra para regido dorsal, junto a
tireoide em desenvolvimento (Gordon et al.,, 2001; Farley et al., 2013; revisado em
Ma et al., 2013). Casos de timos ectdpicos presentes na regido cervical ja foram
registrados em camundongos e em humanos (Corbeaux et al., 2010; Li et al., 2013).
Em camundongos, esses 06rgdos se desenvolvem tardiamente, a partir de células
presentes no 6rgao primordial comum, como também de células da paratiredide em
desenvolvimento, além de conter células epiteliais positivas para FOXN1 (Corbeaux
et al., 2010; Li et al., 2013).

a E 9.5: Formagdo das bolsas faringeas b E11: Formagio do érgido primordial comum € E 11.5-12.5: Crescimento dos
dominios tecido-especificos

Hox-Pax-Eya-Six

p1 \L
D2 Pax1/ p3\\.;::/d,l\m BEZ@@
Hoxa3l # : ESF(BQ /—Q:t® on1a3
p Y ya
L NCC@@@ Six1

d E12-13.5: Separagio da faringe e migragio € E13 - Nascimento: Diferenciagdo do microambiente timico
Fgf7/Fgf10

Inicial: intrinseco Tardio: timécito-dependente

Célula

epitelial

cortical Célula epitelial
medular

Via de sinalizacdo
Hox

Timécito

Figura 1.1: Desenvolvimento embrionario do timo. A ilustracdo descreve os eventos (a,
b, c, d, e) e os fatores de transcricdo envolvidos no desenvolvimento embrionario do timo em
camundongos. A formacédo das bolsas faringeas € iniciada em E9, sendo coordenada pelos
fatores PAX1, FGF8 (abreviatura do Inglés Fibroblast growth factor 8) e HOXAS3; em E11
surge o 6rgdo primordial comum e tem inicio a proliferacdo das células da crista neural
(NCC,; abreviatura do Inglés Neural crist cells), processos mediados pela via de sinalizac&o
HOX-PAX-EYA-SIX; Entre E11.5 e E12.5 inicia a expressdo de FOXNL1 nas células do
dominio celular timo-especifico, acompanhada da expressdo de GCM2 nas células da
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regido paratireoide-especifica; A partir de E12.5 os dominios comecam a separar da faringe
e migram para sua localizacdo final aliado ao inicio da diferenciacdo das células do

microambiente timico. Adaptacdo de Blackburn e Manley (2004).

O inicio da diferenciacdo das células que compdem o microambiente timico
ocorre ainda no orgao primordial. A partir da sétima semana de gestacdo em
humanos e do estagio E12.5 em camundongos, as células mesenquimais derivadas
da crista neural comegcam a entrar no 6rgdo, acompanhadas pela migracdo de
células precursoras endoteliais (Mori et al., 2010; Farley et al., 2013). Ja as células
epiteliais timicas (TEC — abreviatura do Inglés thymic epithelial cell) iniciam sua
diferenciacdo a partir células epiteliais precursoras (TEP — abreviatura do Inglés
thymic epithelial precursor) FOXN1 positivas contidas no dominio celular timo-
especifico (Farley et al., 2013). Ainda nesse periodo observa-se a migracdo de
células precursoras hematopoiéticas CD45 (cluster de diferenciacdo 45) positivas
para o0 timo em desenvolvimento, provavelmente pela influéncia das citocinas
produzidas pelas TEC, com o aparecimento de linfécitos maduros em torno da 152
semana de gestacdo em humanos (Bleul e Boehm, 2000; Farley et al., 2013). Em
camundongos, a entrada de células precursoras comprometidas com a diferenciagéo
de linfocitos T no timo primordial ocorre em dois momentos durante o
desenvolvimento, sendo o primeiro entre os estagios E12 e E15 e o segundo a partir
do E16 (Itoi et al., 2001; Ramond et al., 2014).

Ao final do desenvolvimento, o timo apresenta-se como dois lobos
constituidos de uma fina cdpsula fibrosa de tecido conjuntivo a qual emite trabéculas
para dentro do oOrgao, dividindo-o em I6bulos. Cada l6bulo possui duas regibes
estruturais histologicamente definidas, uma regido externa cortical (cortex), mais
escura, gue abriga um grande namero de linfécitos imaturos, TEC e macréfagos; e a
uma regido interna medular (medula), mais clara, devido ao menor numero de
linfécitos, que contém linfocitos maduros ou em estagios finais de diferenciacéao,
TEC, células dendriticas e linfécitos B (Pearse, 2006) (Figura 1.2). Entre o cértex e a
medula observa-se uma regido pouco definida, repleta de vasos sanguineos,
chamada de junc¢éo cértico-medular, local de entrada dos precursores de linfocitos T

e de saida das células maduras (Pearse, 2006) (Figura 1.2).
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TNC TEC Timécito

Trabécula Fibroblasto

Cortex TEC

medular Macréfago

Céluladendritica

Figura 1.2: Arquitetura microscépica e microambiente timico. A fotomicrografia mostra a
arquitetura microscopica do timo humano por coloracdo de hematoxilina-eosina. No inserto
estdo representados graficamente os componentes do microambiente timico. TEC: célula
epitelial timica; JCM: Junc¢é&o cortico-medular; TNC: complexo Nurse timico. Fotomicrografia:

autoria propria. Aumento: objetiva de 4x. Inserto: adaptacdo de Savino et al. (2002).
1.1.2 Diferenciacao intratimica de linfocitos T

O desenvolvimento de linfécitos T € um processo coordenado por células do
microambiente timico, em particular pelas TEC, que em conjunto com as proteinas
da matriz extracelular (MEC), compdem um ambiente tridimensional Unico e
necessario para geracdo de linfocitos T imunocompetentes. Durante sua
diferenciacéo, os linfocitos sdo submetidos a processos de sele¢cdo ou checkpoints,
mediados pelas células estromais, que garantem especificidade ao nao-préprio
como também tolerancia a antigenos do corpo, através do receptor de célula T (TCR
— abreviatura do Inglés T cell receptor). Existem dois tipos de TCR, um mais comum,
restrito ao MHC (abreviatura do Inglés major histocompatibility complex), composto
pelas cadeias polipeptidicas a e B e outro, ndo-restrito ao MHC, composto pelas
cadeias y e & (Revisado em Prinz et al., 2013). As populagdes de linfocitos T TCR af8
e y0 sdo derivadas do timo e desempenham funcdes distintas. As etapas envolvidas
na diferenciagdo intratimica, em camundongos e em humanos, estéo ilustradas na

figura 1.3 e estdo detalhadas a seguir.
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Figura 1.3: Diferenciacédo intratimica de linfécitos T. Na figura estdo representadas, de
maneira geral, as etapas da diferenciagcdo intratimica, com destaque aos processos de
selecdo ou checkpoints. Brevemente, a diferenciacdo se inicia com a entrada de células
precursoras hematopoiéticas provenientes da medula éssea (painel a esquerda) (BM —
abreviatura do Inglés bone marrow), que contém os progenitores timicos iniciais (ETP —
abreviatura do Inglés early thymic progenitors), através dos vasos sanguineos presentes na
juncao cértico-medular do érgédo. No cértex, os ETP interagem com TEC através de ligantes
da familia NOTCH que os direcionam para o desenvolvimento de linfécitos T. A seguir, 0s
timécitos imaturos duplo-negativos (DN; CD4CD8") sofrem rearranjo dos genes para das
cadeias B, 0 e y do receptor de célula T (TCR — abreviatura do Inglés T cell receptor). Apés
rearranjo, os timocitos DN, que expressam corretamente o TCR[3, sofrem expansao celular e
progridem para o estagio duplo-positivo (CD4'CD8*), em que sado selecionados
positivamente através da interacdo com moléculas do complexo principal de
histocompatibilidade (MHC - abreviatura do Inglés major histocompatibility complex)
expressas em TEC corticais. Apds a selecdo positiva, os timécitos simples-positivos (SP;
CD4* ou CD8") migram para regido medular, onde ocorre a selecédo negativa. Tal selecao é
mediada pela expressao de antigenos proprios pelas TEC medulares e células dendriticas,
gue elimina timocitos autorreativos. Alguns timécitos CD4* autorreativos se diferenciam em
linfocitos T reguladores (Treg). Depois de alguns dias na medula, os linfocitos
imunocompetentes emigram do timo para a periferia onde participardo da resposta imune.
Adaptacéo de Miller (2011).

A diferenciacdo intratimica inicia-se ainda no timo fetal com a entrada de
células precursoras hematopoiéticas através da camada de células mesenquimais

gue cerca o Orgao. Posteriormente, com o desenvolvimento dos vasos sanguineos,
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as células precursoras migram da circulacdo através de vasos presentes na juncéo
coértico-medular do 6rgdo (Ramond et al., 2014). Sabe-se que a entrada de células
precursoras acontece pela interagdo de moléculas de adesdo presentes no estroma
timico e seus receptores nas células precursoras, em conjunto com a acao
guimiotatica de quimiocinas (Revisado em Ladi et al.,, 2006). No timo, as células
progenitoras timicas iniciais (ETP — abreviatura do Inglés early thymic progenitor)
iniciam a sua diferenciacdo, e os diferentes estagios de desenvolvimento séo
definidos de acordo com a expressdo das moléculas co-estimuladoras CD4 (cluster
de diferenciacdo 4) e CD8 (cluster de diferenciacdo 8), reconhecidos como duplo
negativo (DN), duplo positivo (DP) e simples positivo (SP). Em camundongos, o
primeiro estdgio definido como duplo negativo (DN) contém quatro subtipos de
timécitos agrupados nas populagdes denominadas de DN1, DN2, DN3 e DN4,
definidos pela expressao diferencial de CD44 e CD25; de modo semelhante, em
humanos, os estagios das populacdes DN séo caracterizadas pela expressao
sequencial de CD34, CD38 e CD1a (Dik et al., 2005).

O primeiro estagio de diferenciagdo ocorre ainda proximo a juncdo cortico-
medular e correspondem as células DN1 (camundongos: CD44*CD25; humanos:
CD34*, CD38, CDla), as quais ainda possuem a capacidade de se diferenciar em
outros tipos de células hematopoiéticas (Porritt et al., 2004; Weerkamp et al., 2006).
Em camundongos, foram descritos diferentes fenétipos dentro da populagcdo DN1
baseados na expressdo de CD117 (c-kit) e CD24, sendo as células CD117* CD24"
low as mais comprometidas com a linhagem de linfocito T (Porritt et al., 2004). No
cortex, os timécitos DN1 interagem com TEC através de ligantes da familia NOTCH,
como Delta-like ligand 1 (DLL1) e 4 (DLL4), ativando a maquinaria celular que os
direciona para diferenciacdo em linfocitos T (Schmitt et al., 2004; Heinzel et al.,
2007).

Quando comprometidas com a linhagem de linfocitos T, as células DN1
ativadas proliferam e originam a populacéo de timocitos DN2 (CD44* CD25*; CD34*,
CD38*, CD1a) (Dik et al., 2005). Esta populacao, por sua vez, modula a expressao
de moléculas de superficie e migra para a regido subcapsular do timo, enguanto
iniciam o rearranjo dos loci génico das cadeias B, & e y do TCR. O rearranjo
acontece por recombinacdo somatica dos seguimentos variedade (V), diversidade
(D) e juncéo (J), presentes no loci génico das cadeias do TCR, e € mediado pelas
enzimas ativadoras de recombinacéo tipo 1 e 2 (Dik et al., 2005). Durante o
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rearranjo, os timocitos DN2 passam para o estagio DN3 (CD44  CD25*; CD34*
CD38* CDla*), caracterizado pela cessdo da atividade proliferativa. Nesse
momento, acontece o primeiro checkpoint do processo de diferenciacao intratimica
chamado de selecao B. Nesse processo, a cadeia B rearranjada se associa a uma
cadeia a invariante do TCR (pTa) e as moléculas CD3, para formar um complexo
pré-TCR que interage com moléculas do estroma timico. Essa interacdo ativa sinais
gue inibem a morte por apoptose, estimulam a expansdo celular, e inibem a
recombinagdo do léocus do TCRB por exclusao alélica (Revisado em Ciofani e
Zuainiga-Pflucker, 2007). Em consequéncia, os timocitos que ndo expressaram O
TCRpB eficientemente ndo recebem os sinais de sobrevivéncia e morrem por
apoptose. Dessa maneira, a sele¢do B assegura que somente os timécitos contendo
TCRP correto prossigam na diferenciagéo.

Os timécitos DN3 de camundongos diminuem a expressdo de CD25,
formando a populacdo DN4 (CD44  CD25’), que rapidamente expressa moléculas co-
estimuladoras CD4 e CD8, dando origem aos timocitos do segundo estagio de
diferenciagdo chamados de duplo positivos (DP), os quais iniciam o rearranjo no
lécus génico da cadeia a definitiva do TCR. E importante citar que nessa transicdo
de DN para DP, é observada uma populacdo intermediaria de células imaturas
simples positivas para CD4 em humanos e CD8 em camundongos (Dik et al., 2005).

O correto rearranjo da cadeia a do TCR possibilita a expressao completa do
receptor, iniciando o processo de selecdo positiva, 0 segundo checkpoint da
diferenciacdo. Os timocitos DP (CD4*CD8*TCR!Y) s&o selecionados positivamente
através da interacdo TCR dos timocitos com moléculas MHC carregadas com
peptideos de antigenos préprios (Complexo MHC:peptideo), expressas por TEC
presentes na regido cortical (Revisado em Klein et al., 2014). Uma interacdo de
afinidade/avidez intermediaria com o complexo MHC:peptideo de classe | leva a
diminuicdo da expressdo de CD4, mantendo somente a expressao de CDS8.
Enquanto uma interacdo com o complexo MHC:peptideo de classe Il diminui a
expressdo de CD8 e mantém a do CD4 na membrana. Timdcitos que ndo interagem
ou que interagem com grande afinidade/avidez com o complexo séao eliminados por
apoptose. A selecao positiva origina as células do ultimo estagio de diferenciacao
dos linfécitos chamado de simples positivo (SP).

Apds a selecdo positiva, os timécitos SP CD4* (CD4*CD3*TCR"9") e CD8*
(CD8*CD3*TCR"9") migram para a regido medular onde ocorre a selecdo negativa,
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checkpoint final da diferenciacdo intratimica. Nele, as TEC da regido medular
apresentam peptideos de antigenos tecido-especificos (TRA — abreviatura do Inglés
tissue-restricted antigens), expressos na célula pela a¢do do fator de transcricdo
regulador autoimune (AIRE — abreviatura do Inglés autoimune regulator), aos
timécitos SP (Liston et al., 2003). Aqueles timdcitos que interagem fortemente com
0s antigenos proprios morrem por apoptose, enquanto 0os que interagem fracamente
séo selecionados e completam o processo de diferenciacdo timica. A eliminacédo de
timocitos autorreativos coloca a selecdo negativa como um dos processos de
tolerancia central, a qual previne a resposta imune a antigenos proprios. Ainda como
parte da toler&ncia central, alguns timdcitos CD4* autorreativos sao direcionados
para diferenciagdo em linfocitos T reguladores.

Depois de alguns dias na regido medular, os timocitos SP
imunocompetentes emigram do timo pelas vénulas pés-capilares da juncao cértico-
medular, através do gradiente de concentracdo do lipidio bioativo esfingosina-1-
fosfato produzido por pericitos presentes nos vasos sanguineos (Matloubian et al.,
2004; Zachariah e Cyster, 2010). Esses novos emigrantes timicos vao povoar 0S
tecidos e orgéos linfoides secundarios como bacgo, linfonodos e placas de payer,
onde passam a integrar a populacao de linfocitos virgens periféricos auxiliando na
manutencdo de diferentes repertorios de TCR (Revisado em Fink e Hendricks,
2011). Os linfécitos T CD4 reconhecem antigenos carregados em moléculas MHC
de classe Il presentes na membrana de células apresentadoras de antigeno, de
forma a auxiliar fagocitos na eliminacdo de microrganismos extracelulares e ativar a
diferenciacdo de linfocitos B para producdo de anticorpos. Enquanto o principal
papel dos linfécitos T CD8 é de reconhecer antigenos carregados no MHC de classe
[, direcionando a eliminacdo de células infectadas por virus ou outros patdogenos

intracelulares.

1.1.3 Células epiteliais timicas

O microambiente timico possui uma estrutura tridimensional composta, na sua
maior parte, por timocitos e pelas TECs, as quais representam um elemento
estritamente necessario para o potencial linfopoiético do timo. A importancia do
epitélio timico para o desenvolvimento dos linfécitos T é evidenciado pela auséncia

da producéo linfécitos T imunocompetentes em individuos que carregam uma
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mutacdo no gene que codifica o fator transcricdo FOXN1, o principal responsavel
pela diferenciagcdo das TEC durante o periodo embrionario (Nehls et al., 1994;
Pignata et al., 1996; revisado em Boehm, 2008). Essas células representam o tipo
celular mais abundante no timo e, em conjunto com macrofagos, células dendriticas
e moléculas da matriz extracelular, auxiliam na diferenciacdo dos timocitos
(Revisado em Alves et al., 2009). Além disso, essas células formam complexos
linfoepiteliais encontrados na regiéo cortical do timo denominados complexos Nurse
timicos (TNC — abreviatura do Inglés thymic nurse complex) que abrigam linfocitos
em desenvolvimento (Wekerle et al., 1980).

Como descrito anteriormente, a formacéo do epitélio timico ocorre a partir de
TEP presente no timo primordial nos primeiros estagios do desenvolvimento
embrionario e também pode ocorrer no timo pds-natal (Bleul et al., 2006; Rossi et al.,
2006; Rossi et al., 2007; Ucar et al., 2014). A formacao do epitélio timico recebe a
contribuicdo tanto de células mesenquimais quanto linfécitos em desenvolvimento.
Ja foi demonstrado que as células mesenquimais presentes na crista neural auxiliam
no desenvolvimento do timo primordial através da producdo de fatores de
crescimento de fibroblastos (FGF; abreviatura do Inglés fibroblast growth factor) que
contribuem para a diferenciacdo e manutencdo das TECs (Revest et al., 2001, Itoi et
al., 2007; revisado em Manley e Condie, 2010). Estudos com animais transgénicos,
nos quais ocorre um bloqueio na diferenciacdo de linfécitos, mostraram que a
presenca de timécitos influencia a formagdo do cértex e da medula nos estagios
tardios de desenvolvimento do epitélio timico, tanto quanto na manutencdo da
estrutura do timo apos o nascimento (Klug et al., 1998; Klug et al., 2002).

As TEC formam um tecido heterogéneo em termos de localizacdo, fenétipo e
funcdo. Elas séo divididas em dois subtipos, de acordo com a sua localizagdo no
timo, em corticais (cCTEC) e medulares (mTEC), as quais sao caracterizadas pela
expressao da molécula de adeséao de célula epitelial EpCAM (abreviatura do Inglés
epithelial cell adhesion molecule), de moléculas do MHC de classe | e Il, e diferentes
tipos de citoqueratinas (Revisado em Alves et al., 2014). Cada um dos subtipos de
TEC possui marcadores especificos que auxiliam na sua identificagcdo durante as
abordagens experimentais, dentre eles o Ly51 (CD249) expresso por cTEC e a
aglutinina 1 de Ulex europaeus (UEA-1) expressos por mTEC (Revisado em Alves et
al., 2014).
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As células epiteliais presentes no timo sdo responsaveis pelos processos de
selecdo que geram linfocitos T imunocompetentes, como também linfocitos T
reguladores, que irdo atuar na resposta imune adaptativa nos tecidos e 0Orgdos
linfoides periféricos. Em camundongos, as TEC corticais sdo responsaveis pelo
recrutamento de precursores hematopoiéticos, pelo comprometimento com a
linhagem de células T, pela inducédo de recombinacdo dos genes do TCR, além de
atuar na polarizacdo da migracdo, proliferacdo, expressdo das moléculas CD4 e
CD8 e selecao positiva (Revisado em Ciofani e Zuiiga-Pflicker, 2007). Por sua vez,
as TEC medulares sao responsaveis pela atracdo dos timdcitos positivamente
selecionados, pela inducdo de tolerancia central e pela migracdo das células T
maduras para a periferia (Ciofani e Zufiga-Pflicker, 2007; Nitta et al., 2008). Essas
fungbes séo realizadas pela intima interagdo que acontece entre as células epiteliais
e os timaocitos, as quais sao fortemente influenciadas por hormonios e citocinas, que
atuam de forma autOcrina e paracrina, estimulando a expressdo de ligantes e
receptores de matriz extracelular (MEC), fatores de crescimento e quimiocinas
(Revisado em Savino, 2007) (Figura 1.4).

Figura 1.4: Interagdes celulares no timo. Em A estio representadas as interagdes entre
TEC e os linfécitos em desenvolvimento. Essas interacfes acontecem através de fatores
soliveis como quimiocinas e seus receptores (1), e entre receptores e moléculas da matriz
extracelular (MEC) e seus receptores (2). Alternativamente, moléculas sollveis, como
guimiocinas, podem se associar a MEC, modulando a ligacdo MEC-receptor (3). O controle
dessas interagcBes ocorre pela acdo de enzimas chamadas de metaloproteinases de matriz

(representadas pela tesoura) (4), que também atuam no remodelamento de elementos da
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MEC (5). A figura B representa as interagdes celulares que as TEC mantém entre si através
de ligantes e receptores de MEC (1), de juncdes comunicantes (2) e por substancias
soluveis de acéo paracrina (3). Adaptacdo de Savino e Dardenne (2000); Savino et al.,
(2002)

O epitélio timico produz quimiocinas que atraem células precursoras
hematopoiéticas para o timo em desenvolvimento e modulam a migracao intratimica
através da interacdo com receptores especificos ou com moléculas da matriz
extracelular (Bleul e Boehm, 2000; Smaniotto et al., 2005) (Figura 1.4 A e B). A
guimiocina CCL25 (abreviatura do Inglés chemokine (c-c motif) ligand 25), produzida
por TEC corticais, serve de fator quimiotatico para células precursoras
hematopoiéticas (Bleul e Boehm, 2000). Ja foi visto que a quimiocina CXCL12
(abreviatura do Inglés chemokine (c-x-c motif) ligand 12) estimula a migracdo e
contribui para a sobrevivéncia de células precursoras de linfocitos T (Ara et al.,
2003). Corroborando esses fatos, foi observada uma falha na entrada de células
precursoras hematopoiéticas no rudimento timico em camundongos deficientes em
Foxnl acompanhado pela auséncia da expressdo das quimiocinas CCL25 e
CXCL12 (Itoi et al., 2001; Calderén e Boehm, 2011; 2012). Além disso, a auséncia
dos receptores de quimiocinas CCR9 (abreviatura do Inglés chemokine (C-C motif)
receptor 9), CCR7 e CXCR4 (abreviatura do Inglés chemokine (C-X-C motif) receptor
4) em células precursoras hematopoiéticas provoca uma falha na entrada e na
expansado dessas células no timo em desenvolvimento (Ara et al., 2003; Calderdn e
Boehm, 2011). As quimiocinas produzidas por TEC também sdo importantes na
migracdo dos timocitos durante a diferenciacéo intratimica. As quimiocinas CCL25 e
CXCL12 atuam principalmente em timécitos DN e DP durante sua migracdo pela
regido cortical, enquanto a quimiocina CCL19 participa da atracdo dos timocitos para
medula e na saida de células maduras do timo (Revisado em Savino et al., 2004;
Takahama, 2006). Estes achados demonstram que as quimiocinas produzidas por
TEC definem nichos importantes para o desenvolvimento intratimico.

A estrutura tridimensional do microambiente timico € mantida pela producao
de MEC por células do estroma, que formam um arcabouco de sustentagdo propicio
para a migracdo e consequente diferenciacdo dos linfocitos T (Figura 1.4). J& foi
demonstrado que as TECs sdo capazes de produzir diversos tipos de MEC como

fibronectina, colageno IV, diferentes isotipos de laminina, galectinas e
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glicosaminoglicanos como heparan sulafato e &acido hialurénico (Revisado em
Savino et al., 2003; Savino et al., 2004) Além disso, essas células expressam
receptores pelos quais interagem com a MEC do ambiente e com timdcitos (Lannes-
Vieira et al., 1993; Fernandez et al., 1994; Amarante-Mendes et al., 1995) (Figura
1.4). Estudos in vitro utilizando linhagem de TEC humana poés-natal (THPN;
abreviatura do Inglés TEC human posnatal) mostraram que essas células possuem
receptores de matriz extracelular como ICAM-1, LFA-3, CD44, VLA-4, VLA-5, VLA-6
(Fernandez et al., 1994). Além disso, nosso laboratdrio demonstrou recentemente
gue essa linhagem é capaz de expressar moléculas de matriz extracelular, citocinas
e quimiocinas envolvidas em migracao celular (Golbert et al., 2013). Trabalhos
recentes mostraram que a diminuicdo na expressao da cadeia a das integrinas aeP1
(VLA-6 — abreviatura do Inglés very late antigen 6) e asB1 (VLA-5 — abreviatura do
Inglés very late antigen 5) em células THPN resultaram na alteracdo da expressao
de genes envolvidos com migracao celular além de provocar diminui¢cdo na interacéo
entre as TEC e timdcitos humanos através de ensaios in vitro de adesédo (Linhares-
Lacerda et al., 2010; Golbert et al., 2013). Particularmente, a diminuigdo de as em
THPN foi acompanhada por um aumento na expressdao de HLA-DR e uma
diminucdo na expressdo de HLA-ABC, demonstrando que existe uma interacdo
entre receptores de MEC e a maquinaria celular envolvida com a selecdo de
timocitos (Golbert et al, manuscrito em preparagao).

Além de quimiocinas e MEC, o epitélio timico serve como uma fonte de
diversos tipos de hormonios e fatores de crescimento que contribuem para
homeostasia do oOrgdo, além de estar sob a influéncia de varias substancias
presentes na circulacdo sanguinea (Figura 1.5). Essas substancias participam de um
circuito de comunicagao baseado no compartilhamento de ligantes e receptores que
estabelecem um circuito de comunicacdo multidirecional entre os sistemas imune e

neuroenddcrino (Revisado em Blalock e Smith, 2007).
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Figura 1.5: Interagdes neuroimunoenddcrinas no timo. Diferentes horménios produzidos

na hipoéfise alcancam o timo através da circulacdo sanguinea (v=vaso sanguineo) onde
atuam sobre TEC estimulando a producao de fatores de crescimento, como hormdnios e
citocinas, moléculas da MEC e seus receptores. Por sua vez, essas moléculas influenciam
diferentes processos celulares da diferenciacdo intratimica. TEC= Célula epitelial timica;

MEC= matriz extracelular. Adaptacédo de Savino e Dardenne (2000).

Dados da literatura mostram que a producdo de MEC pelas TECs pode ser
modulada apds estimulo in vitro com interferon-y (Lannes-Vieira et al., 1993;
Lagrota-Candido et al.,, 1996). Também ja foi demonstrado que o hormdnio do
crescimento (GH — abreviatura do Inglés growth hormone) e o fator 1 de crescimento
semelhante a insulina (IGF-1 — abreviatura do Inglés insulin-like growth factor 1) sé&o
produzidos no timo e podem atuar sobre TEC, aumentando a sua proliferacdo, a
producdo de citocinas e quimiocinas, e a expressdo de moléculas e receptores de
MEC (de Mello-Coelho et al., 1997; Tseng et al., 1997; Savino e Dardenne, 2000;
Chu et al., 2008). Além disso, os TNCs também séo influenciados pelo GH, fato
comprovado pela existéncia de um numero maior de TNCs em animais transgénicos
para 0 hormdnio, como também em animais que receberam injecdo intratimica de
GH, quando comparados aos animais controles normais (Smaniotto et al., 2005).
Neste mesmo estudo foi demonstrado que TEC derivadas dos complexos TNCs de

camundongos transgénicos para GH produziam mais laminina, uma molécula de
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MEC importante na migracdo de linfécitos T, corroborando estudos anteriores, ja
citados acima. Essas altera¢c6es levam a uma modulacdo na interacdo timocito-TEC
e consequente influéncia na migracdo dos timécitos (Savino et al., 2004; Dardenne
et al., 2009; Smaniotto et al., 2010).

1.1.4 Fator de transcricdo Forkhead box N1 (FOXN1)

O fator de transcricdo FOXN1 é expresso pelas células epiteliais do timo e da
pele, e desempenha papel fundamental no desenvolvimento e diferenciagdo das
TEC e do foliculo piloso, respectivamente (Brissette et al., 1996; revisado em
Blackburn e Manley, 2004). Esta proteina pertence a familia dos fatores de
transcricdo Forkhead box (FOX), que compartilham um dominio de ligacdo ao DNA
homélogo ao dominio de ligacdo encontrado no produto do gene forkhead (fkh) de
Drosophila melanogaster, de onde deriva o nome da familia e também o nome do
dominio de ligagdo ao DNA (fh) (Weigel et al., 1989). O FOXN1 é expresso em
animais vertebrados a partir do grupo dos gnatostomatos, e acredita-se que 0 seu
gene tenha surgido como resultado da duplicagdo do gene Foxn4 em um ancestral
comum desses animais (Bajoghli et al., 2009).

O gene FOXN12 humano esta presente no locus 179g11-g12 do cromossomo
17, entre as posigcdes 28.506.260 - 28.538.157 do genoma, com o tamanho
de 31.898 pares de base (bp), compreendendo 9 éxons e 8 introns, sendo homélogo
ao gene encontrado em outros mamiferos (Schorpp et al., 1997) (Figura 1.5 A). Sua
regido codificante abrange os éxons 2 a 9 com cerca de 3.457 bp, incluindo os
respectivos introns, cujo o RNA mensageiro maduro possui 2.697 bp, e codifica a
proteina FOXN1 de 68,93 kDa com 648 aminoacidos (NCBI, 2013; UniProt, 2013)
(Figura 1.5 B). O dominio fh de ligacdo ao DNA, codificado pelos éxons 5-7, é
semelhante aos outros genes da familia FOX, apresentando uma estrutura
tridimensional caracteristica em forma de hélice alada (winged-helix) que, quando
ligada ao DNA, compreende trés a-hélices ligadas a trés folhas-p antiparalelas
(Schiuddekopf et al., 1996; revisado em Coffer e Burgering, 2004). Além disso,

evidéncias da literatura mostram que Foxnl possui um dominio conservado de

2 Nomenclatura do genoma humano obtida do banco de dados do comité de nomeclatura
gendmica HUGO (HGNC; HUGO Gene Nomenclature Committee). (Gray et al., 2015)
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ativacao transcricional localizado na regido C-terminal, codificado pelo éxon 8
(Schuddekopf et al., 1996).

A

Cromossomo 17 humano
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Figura 1.6: Desenho esquematico do gene FOXN1, seu transcrito e proteina. Em A esta
ilustrado o locus cromossémico do gene FOXN1 humano, sua sequéncia gendmica
contendo introns e éxons (verde) e a regido codificante (vermelho). Em B est4 mostrado o
RNA mensageiro de FOXN1, contendo os éxons codificantes (preto), a sequéncia do RNA
mensageiro maduro (verde) e a sequéncia proteica (vermelho), destacando o dominio
conservado fh de ligagdo ao DNA. Esquemas adaptados da base de dados do NCBI
(NC_000017.11 — sequencia gendmica; NM_003593.2 — RNAm e proteina) e da péagina de
internet Gene Cards (GeneCards, 2014; NCBI, 2013).

O envolvimento de FOXN1 com desenvolvimento do timo foi sugerido a partir
da observacdo, em camundongos e ratos, do fenétipo nude, o qual é caracterizado
pela auséncia de pélos (alopécia congénita) e pelo desenvolvimento incompleto ou
auséncia total do timo acompanhado de uma imunodeficiéncia severa (Flanagan,
1966; revisado em Boehm, 2008). Estudos mostraram que esse fenétipo é causado
por uma mutacdo no éxon 3 do gene Foxnl, resultante da delecdo de um par de

bases, que produz uma proteina mutante sem o dominio fh de ligacdo ao DNA

35



(Nehls et al., 1994). Outra mutacdo no éxon 8, que codifica o dominio de ativacéo
transcricional, também ocorre em ratos e acarreta o mesmo fenétipo observado nos
animais nude (Schiddekopf et al.,, 1996). Acredita-se que a perda de funcéo
observada nesses animais seja explicada pela falta do dominio de ativacdo
transcricional, e ndo do dominio de ligacdo ao DNA, visto que 0s animais que
apresentam a primeira mutacdo possuem o dominio de ligacdo ao DNA intacto
(Schuddekopf et al., 1996). Um fendtipo similar ao nude, em humanos, foi descrito
em duas irmas residentes de um vilarejo isolado no interior da Italia. Ambas
apresentaram alopécia congénita, distrofia da unha e auséncia do timo aliado a uma
imunodeficiéncia severa (Pignata et al., 1996). Esse fenétipo é caracterizado como
uma doenga autossOmica recessiva, com uma grande incidéncia em uma pequena
regido da Italia que possui elevadas taxas de casamento consanguineo. O fenétipo
nude humano ocorre devido a uma mutacdo provocada pela substituicdo de uma
citosina por uma timina (C—T) no éxon 5, 0 que resulta numa mutacdo sem sentido
no residuo 255 da proteina FOXN1 (Frank et al., 1999), semelhante a mutacéo
anteriormente encontrada nos animais nude.

No timo, a expressdo de FOXNL1 inicia-se ainda nos primeiros estagios de
desenvolvimento embrionario. Em camundongos, sua expressdo comeca a partir do
11° dia de gestacdo em TEP presentes na terceira bolsa faringea, acompanhada da
expressdo de glicoproteinas da familia WNT, que podem estimular de maneira
autdcrina e/ou paracrina a expressao de FOXN1 no timo primordial (Balciunaite et
al., 2002). Além disso, ja foi observado que as glicoproteinas WNT, especialmente
WNT-4, podem induzir a expressdo de FOXN1 em culturas primarias e em linhagens
de TEC de camundongos em timo pds-natal (Balciunaite et al., 2002). O provavel
mecanismo pelo qual WNT induz a expressdo de FOXN1 é através da interacdo da
proteina com receptores Frizzled presentes na superficie das TEC. Tal interacéo
ativa uma importante via de sinalizacdo que impede a degradagcao da proteina [3-
catenina, através da inibicdo da atividade do complexo protéico GSK-33/Axin/APC.
Dessa forma, a B-catenina se acumula no citoplasma e transloca para o nucleo,
onde forma um complexo transcricional ativo com membros da familia TCF/LEF de
fatores de transcricdo, que ativa a transcricdo do gene FOXN1 (Balciunaite et al.,
2002; revisado em Staal e Luis, 2010). Essa via de sinalizacdo pode ser estimulada
pelo sal cloreto de litio (LiCl), um conhecido inibidor da atividade da proteina GSK-
3B, responsavel pela fosforilacdo da B-catenina (Klein e Melton, 1996).
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Durante o desenvolvimento do timo, FOXN1 atua na diferenciacdo de TEC
progenitoras em TEC corticais e medulares (Su et al., 2003). Esta funcao parece nao
estar presente no timo adulto, uma vez que foram identificadas células precursoras
epiteliais FOXN1 negativas capazes de originar os subtipos de TEC em timos de
animais adultos (Ucar et al., 2014). Nas TEC, o FOXN1 esta envolvido na expressao
de moléculas MHC II, CD40, PAX1, catepsina L, CCL25 e do ligante DLL4, sendo
este Ultimo um ligante importante para o comprometimento dos precursores linféides
com a linhagem de linfocitos T (Nowell et al., 2011; Calderén e Boehm, 2012). Apos
0 nascimento, o fator de transcricdo continua sendo importante para a manutencao e
homeostasia das TEC. Neste sentido, foi demonstrado em camundongos, que a
diminuicdo dose-dependente de FOXN1 no timo pdés-natal, através da insercdo do
cassete IRES-lacZ na regido 3’ ndo traduzida do gene Foxnl, resulta na
desorganizacdo do microambiente timico, na reducdo da proliferacdo de TEC e
numa diminuicdo na frequéncia de TEC UEAM" MHCIIM" positivas (Chen et al.
2009). Em estudo recente, Bredenkamp e colaboradores (2014a) mostraram que
fibroblastos embrionérios murinos transfectados com o cDNA de Foxnl foram
reprogramados para o fenétipo caracteristico de TEC, e essas TEC induzidas foram
capazes de estabelecer a diferenciacéo de linfécitos T, tanto in vitro quanto in vivo.
Essas observacdes demonstram claramente que FOXN1 desempenha um papel

importante e indispensavel para o desenvolvimento e fun¢cdo normais do timo.

1.2 Involucdo timica associada a imunosenescéncia

Durante o envelhecimento, as funcdes dos sistemas organicos no individuo
diminuem como consequéncia de um processo multifatorial que abrange defeitos
genéticos, alteracdes epigenéticas, desregulacdo nutricional, alteragcdes na
comunicacao celular, exaustao de células-tronco, perda da fungdo mitocondrial e da
proteostase (Lopez-Otin et al., 2013). No sistema imunolbgico, esse processo €
denominado de imunosenescéncia, e resulta na diminuicdo da funcéo imunologica.
Isso impede uma resposta imune eficiente a microrganismos patogénicos, as células
malignas e a imunizacdo, podendo acarretar a morte do individuo. De fato, pessoas
idosas apresentam uma alta incidéncia de infeccbes, afetando érgdos como
pulmdes, pele e mucosas como também o trato urinario. Além disso, observa-se com

frequéncia, em idosos, meningites provocadas por pneumococos e Listeria sp.,
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infeccbes com Mycobacterium tuberculosis e infec¢bes virais por citomegalovirus,
herpes e influenza, sendo estas infeccbes severas e propensas a causar Obitos
(Plowden et al., 2004). Os pacientes idosos séo alvos mais frequentes de infec¢bes
hospitalares para as quais os tratamentos disponiveis ja ndo alcancam a eficéncia
esperada (OMS, 2014).

Os efeitos deletérios da imunosenescéncia estdo associados a defeitos no
desenvolvimento de células linféides na medula éssea e no timo. A medula 6ssea é
o sitio de diferenciacdo de células do sistema imune, a partir de células-tronco
hematopoiéticas (CTH), incluindo células mieldides, granulécitos, linfocitos B e
precursores linféides que irdo colonizar o timo. O desenvolvimento hematopoiético é
orquestrado pelas células do microambiente medular, composto por células-tronco
mesenquimais, osteoclastos e adip6citos, as quais compdem nichos de
diferenciacdo de CTH (Revisado em Sugiyama e Nagasawa, 2012).

Foi observado, em camundongos, um aumento na proliferacdo de CTH com a
idade, contudo essas células falham em reconstituir, ap0s transplante, a medula
O0ssea de animais irradiados (Chambers et al., 2007; Beerman et al., 2013). Além
disso, ja foi visto que CTH de animais velhos (25 meses) apresentam desvio do
potencial hematopoiético para o desenvolvimento de células mieldides levando ao
prejuizo na produgcdo de progenitores linfoides (Beerman et al., 2013). J4 o
microambiente medular é caracterizado, durante o envelhecimento, pelo aumento no
tecido adiposo e diminuicdo de osteoclastos, fato que pode ser consequéncia do
favorecimento da diferenciacdo de células adiposas a partir de células-tronco
mesenquimais (French et al., 2002; Moerman et al., 2004). Acredita-se que as
alteracdes no nicho de diferenciacdo de CTH contribuam de maneira mais efetiva
para senescéncia da medula 6ssea, um vez que CTH de animais com 2 meses de
idade quando transplantadas para medula 6ssea de animais velhos, com 18 meses,
apresentaram um desvio para diferenciacado de células mieloides de modo similar a
CTH de animais velhos (Sun et al., 2012).

Similar & medula éssea, o timo também apresenta alteracdo na funcdo ao
longo do tempo de vida, num processo chamado de involucéo timica, caracterizado
principalmente pela diminuicdo na emigracdo de linfécitos T virgens para periferia e
por modificacbes na arquitetura e composicdo do microambiente timico, como
aumento de células adiposas, diminuicdo e desorganizacdo das regides corticais e
medulares (Aw et al., 2008; Yang et al., 2009; den Braber et al.,, 2012). Esse
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processo tem papel importante na imunosenescéncia pois a diminuicdo na producao
de linfécitos T virgens causa uma diminuicdo no repertorio de clones de receptores
de células T (TCR) na periferia. Isto limita a resposta imune adaptativa contra novos
patdgenos, ainda que, em humanos, o numero de linfécitos T virgens se mantenha
proximo aos numeros encontrados em individuos jovens atraves de proliferacdo de
linfécitos T virgens em estruturas linféides periféricas (Douek et al., 1998; Kilpatrick
et al., 2008; den Braber et al., 2012).

Steinman e colaboradores (1985) observaram que, em humanos, a involucao
timica € um processo fisioldgico continuo, ndo relacionado a puberdade, que tem
inicio no primeiro ano de vida, com a reducdo das areas de células epiteliais e
aumento de tecido adiposo a partir da segunda década de vida. Ainda ndo se
conhece por que a involugédo timica ocorre, contudo algumas hipéteses podem
auxiliar a entender o processo. Uma delas, proposta por Jacques Miller, é
comentada na revisdo de Dowling e Hodgkin (2009) em que os linfécitos T séo
células de vida longa e ndo necessitam de uma producao continua, assim o timo
deixa de ser um Orgdo necessario na vida adulta. J& George e Ritter (1996)
exploraram a ideia que o timo representa um 6rgdo dispensavel, e que involucao
timica contribui para direcionamento da energia do organismo para reproducao. A
hipotese proposta por Dowling e Hodgkin (2009) mostra, a partir de modelos
matematicos, que a involugdo timica favorece a selecdo periférica de linfécitos T
virgens. Ja outros estudiosos argumentam que a involug&o timica ocorre como um
mecanismo compensatorio da diminuicdo da migracdo de células precursoras
provenientes da medula 6ssea que acontece com a idade (Revisado em Boehm e
Swann, 2013).

Apesar dos defeitos relatados na produgcdo de CTH durante a
imunosenescéncia, estudos de transferéncia celular mostram que ocorre um
recrutamento e colonizacdo normal de células precursoras linféides para o timo de
animais velhos, com 18 meses de idade (Gui et al., 2007). Além disso, experimentos
utilizando a técnica de transplante sob a cépsula renal demonstraram que células
precursoras linféides de animais velhos (18-22 meses) sdo capazes de colonizar o
timo proveniente de animais jovens além de induzir uma diferenciacdo intratimica
semelhante as células de animais jovens, de 2 meses de idade (Sun et al., 2012).
Estes trabalhos indicam, de forma clara, que as alteracbes no desenvolvimento de
linfécitos T durante a involugéo timica se deve a mudancas em células do estroma
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do timico em relacdo as células do compartimento linféide. De fato, estudos em
modelos animais de camundongos mostram que TEC de animais, entre 17-18
meses, apresentam uma menor proliferagdo e uma maior taxa de apoptose quando
comparado com células de animais jovens de 6 semanas (Gui et al., 2007). Acredita-
se que tais alteracdes tenham uma relacdo estreita com a expressao do fator de
transcricdo FOXN1, responsavel pela diferenciacdo e pela manutencao de TEC (Su
et al., 2003).

Com relacéo a esse fato, foi demonstrada a diminuicdo na expressao de
Foxnl em timos de camundongos a partir do 3° més de vida quando comparado com
timo de animais com 1 més de idade (Ortman et al., 2002; Kvell et al., 2010).
Estudos utilizando modelo murino de dele¢édo condicional dos éxons 5 e 6 do gene
Foxnl, resultou em atrofia timica em animais jovens, a partir de 3 meses de idade,
semelhante a observada em timo de animais velhos, com mais de 14 meses de
idade (Sun et al., 2010). Neste mesmo modelo experimental, foi verificada, nos timos
dos camundongos transgénicos para delecdo de Foxnl, uma reducdo no numero e
aumento de apoptose de mTEC, especificamente do subtipo UEA-1"9" MHC |[|high,
gquando comparado com animais controles com expressao normal do fator (Cheng et
al.,, 2010). De maneira oposta, timos de camundongos com idade entre 12-35
meses, transgénicos para Foxnl, apresentaram morfologia semelhante a timos de
animais jovens (3 meses), como também mantiveram altos nimeros de ETP e TEC
quando comparado com animais velhos normais de mesma idade (Zook et al.,
2011). Corroborando os dados acima, a retomada da expressao de Foxnl em TEC
de animais com 12 e 24 meses de idade foi suficiente para restabelecer o
microambiente timico de forma semelhante ao timo de animais jovens (2 meses)
(Bredenkamp et al., 2014b).

1.2.1 Regeneracéo terapéutica do timo

O declinio da funcdo do sistema imune adaptativo durante a senescéncia
afeta especialmente a populacéo de pacientes idosos, que séo alvos frequentes de
infeccdes hospitalares para os quais os tratamentos ja ndo sdo efetivos, trazendo
consequéncias medico-econdmicas para os sistemas de saude (OMS, 2014). Esse
fato traz a luz a necessidade de novas terapias que restaurem a fungdo imunoldgica
nesses individuos. Uma estratégia possivel é o restabelecimento da producéo
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normal de linfocitos T imunocompetentes através da regeneracdo terapéutica da
funcao timica.

Diversos modelos de regeneracdo do timo s&o encontrados na literatura,
muitos deles envolvem dieta com restricdo caldrica, bloqueio na producédo de
hormoénios sexuais, tratamento com horménios pituitarios, fatores de crescimento e
citocinas, que recuperam a fungdo das células epiteliais timicas e dos timdcitos, e
em consequéncia a funcéo timica (Yang et al., 2009; revisado em Heng et al., 2010;
revisado em Taub et al., 2010). Alguns desses modelos ja estdo sendo empregados
em estudos clinicos com pacientes humanos com o intuito de investigar o papel
dessas substancias na regeneracdo timica apés infeccdes, transplante de medula
0ssea e durante o envelhecimento (revisado em Ventevogel e Sempowski, 2013).
Como exemplo, um estudo pioneiro em pacientes adultos infectados pelo virus da
imunodeficéncia humana (HIV — abreviatura do Inglés human immunodeficiency
virus), o tratamento com o horménio do crescimento, GH, promoveu um aumento na
funcéo timica e no nimero de linfécitos T CD4+ naive e total circulantes (Napolitano
et al., 2008). Além disso, Herasimtschuk e colaboradores (2008) (Herasimtschuk et
al., 2008) demonstraram que a administracdo conjunta de GH com a terapia antiviral
altamente ativa (HAART — abreviatura do Inglés highly active antiretroviral therapy)
em pacientes lipodistroficos portadores de HIV-1 melhorou a resposta especifica de
linfécitos T ao virus.

Além das estratégias farmacoldgicas, modelos experimentais em engenharia de
tecidos, terapia celular e génica comecam a ser explorados para a criacdo de um
tecido timico funcional. Estudos pioneiros demonstraram a diferenciagcao in vitro de
linfécitos T, a partir de células precursoras hematopoiéticas humanas, em sistemas
de co-cultivo com estroma timico de camundongos em arcaboucos tridimensionais
de tantalo (CellFoam) (Poznansky et al., 2000). Essa observacédo favoreceu a ideia
da construcdo de um 6rgéo in vitro, suscetivel a transplante, para reposi¢cao do timo
senescente. Nesse contexto, a identificacdo de células precursoras epiteliais timicas
capazes de originar os subtipos de TEC podem ser ferramentas importantes para o
restabelecimento da microestrutura timica (Ucar et al., 2014; revisado em Lepletier et
al., 2015). Contudo, pouco ainda se sabe sobre a biologia e o papel dessas células
no timo adulto.

Na terapia génica, o principal alvo dos estudos é o fator de transcricdo FOXN1
expresso em TEC. Recentemente, Bredenkamp e colaboradores (2014a)
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demonstraram a transdiferenciacdo de fibroblastos embrionarios murinos em TEC
através de transfeccao do gene Foxnl. Os fibroblastos transdiferenciados em TEC
foram capazes de formar tecido timico apds transplante sob cépsula renal de
camundongos além de estimular a diferenciacéo de linfocitos T tanto in vivo quanto
in vitro. Além disso, esse mesmo grupo demonstrou que a inducédo da expressao de
Foxnl foi capaz de restabelecer a funcdo e arquitetura timica em camundongos
velhos (Bredenkamp et al., 2014b). Esses ultimos resultados indicam que a
diminuicdo de FOXN1 durante a involugéo timica é um evento-chave para o declinio
da funcdo do o6rgdo. Desse modo, entender os mecanismos envolvidos na sua
diminuicdo pode ajudar a elaborar estratégias terapéuticas menos evasivas e custo-

efetivas para serem empregadas em pacientes imunocomprometidos.

1.3 Metilacdo de DNA

Epigenética é a area do conhecimento que estuda modificagcbes na cromatina
gue podem ser herdadas por meio de mitose ou meiose, mas que nao modificam a
sequéncia do DNA (Revisado em Berger et al., 2009). Esses padrbes epigenéticos
sdo estabelecidos por enzimas especificas durante a formacdo dos gametas e no
periodo de desenvolvimento embrionario, podendo ser modificado ao longo da vida
do individuo durante processos de diferenciacdo celular, envelhecimento, na
resposta ao estresse e em processos patolégicos como neoplasias e autoimunidade
(Lopatina et al., 2002; Beerman et al., 2013; Huang et al., 2014). As modificacdes
epigenéticas englobam alteracdes quimicas em nucleotideos da sequéncia do DNA
como a metilagdo de citosinas e modificacbes pds-traducionais de histonas tais
como metilacéo, acetilacdo, fosforilagdo, ubiquitinacdo, SUMOilagcéo e isomerizagao,
gue irdo atuar no controle da transcricdo génica, modificando o estado de
compactacao da cromatina (Revisado em Berger, 2007).
A metilacdo do DNA resulta de uma reacéo enzimatica que adiciona um grupo
metil (CH3) na posi¢cdo do carbono 5 do anel aromatico da citosina, na direcdo 5,
ocorrendo principalmente em citosinas localizadas na diregdo 5 a uma guanina,
conhecidos como dinucleotideo CpG. Porém, a presenca de dinucleotideos néao-
CpG metilados como CpA, CpT e CpC é frequente em plantas e recentemente foi
observado em células de mamiferos (Yan et al., 2011). A reacdo de metilacdo é
realizada por uma familia de enzimas chamadas metiltransferases de DNA (DNMTs

42



— abreviatura do Inglés DNA methyltransferases), as quais realizam a transferéncia
de um grupo CHs da S-adenosil-L-metionina (SAM) para a deoxicitosina, formando
os produtos S-adenosil-homocisteina e 5-metilcitosina (5-mC), respectivamente
(Revisado em D'aquila et al., 2013) (Figura 1.6). As DNMTs podem atuar de duas
maneiras principais, na geracao de novos padrées de metilacdo e na manutencéo de
padrbes preexistentes. A enzima DNMT1 foi a primeira metiltransferase descoberta,
sendo responsavel por manter a metilagdo preexistente a partir do reconhecimento
de moléculas de DNA semi-metiladas geradas durante a replicacdo do DNA,
enquanto que as DNMT3A e DNMT3B sdo as metiltransferases que atuam
produzindo novos padrdes de metilagdo (Gruenbaum et al., 1982; Okano et al.,
1999). A metilacdo também pode ser regulada pela acdo de enzimas desmetilantes
como as proteinas de translocacdo da familia Ten-11 (TET — abreviatura do Inglés
ten-11 translocation family proteins), que oxidam 5-mC em 5-hidroximetil-citosina (5-
hmC) (Figura 1.6). Essa nova base inibe a acdo de DNMTSs, possui baixa afinidade
com proteinas ligantes de CpG metilados e podem ser intermediarios em processos
de reparo do DNA (Revisado em Dahl et al., 2011).

NH, DNMT1 NH; TET1 OH NH,
DNMT3A CH: TET2
N DNMT3B SN TET3 ~N
_— —_———
N (@) N (@) N (@)
H H H
Citosina 5-metilcitosina 5-hidroximetil-citosina
(5-mC) (5-hmC)

Figura 1.7: Processo enziméatico de metilagdo de citosinas no DNA. A figura descreve
as reacgdes enziméticas envolvidas na metilacdo de citosinas no DNA. Durante a replicacao,
as citosinas séo alvo da acéo de enzimas metiltransferases de DNA (DNMT1, 3A e 3B) que
transferem o grupo metil (CHs) da S-adenosil-L-metionina (SAM) para a deoxicitosina
produzindo o nucleotideo modificado 5-metilcistosina (5-mC). O 5-mC sofre a¢do de agentes
desmetilantes da familia de proteinas de translocacdo TET que oxidam 5-mC em 5-
hidroximetil-citosina (5-hmC). Adaptacédo de Dahl et al. (2011).

Os dinucleotideos CpG s&o pouco frequentes no genoma pois, uma vez

metilados por acdo das DNMTs, sofrem desaminagcdo espontanea com a
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substituicdo da 5-mC por uma timina (Lander et al., 2001). Contudo, regides
intergénicas, introns e regides contendo elementos repetitivos do genoma, que
possuem alta porcentagem de guanina e citosina (GC), apresentam CpG metilados
(Revisado em D'aquila et al., 2013). Acredita-se que a metilacdo em elementos
repetitivos representa um mecanismo contra a expressdo indesejada desses
elemento (Yoder et al., 1997). De fato, estudos recentes tém mostrado que a
hipometilagdo de elementos repetitivos derivados de transposon, como o elemento
nuclear intercalado longo LINE-1 (abreviatura do Inglés long interspersed nuclear
elements-1) e o elemento nuclear intercalado curto Alu, estd presente durante a
progressao de varios tipos de cancer, além disso, alteracdes na metilacdo nesses
elementos ja foram relacionadas com doencas autoimunes e obesidade (Huang et
al., 2014; Na et al., 2014, Park et al., 2014).

Os CpG que ndo sofrem mutacdo estdo geralmente metilados, contudo
dinucleotideos CpG nédo-metilados sdo encontrados em diferentes regides do
genoma, formando conjuntos chamados de ilhas CpG (CGI — abreviatura do Inglés
CpG island). Essas ilhas constituem sequéncias de até 1000 pb com alto contetudo
de GC (acima de 55%) presentes tanto nas regiées promotoras, associadas a sitios
de inicio de transcricdo (TSS — abreviatura do Inglés transcriptional start site),
guanto nas regides inter e intragénicas (Brenet et al., 2011; revisado em Deaton e
Bird, 2011). A presenca de metilacdo em CGIs nas regides promotoras e do primeiro
éxon pode estar relacionada tanto com a inibicdo quanto com a ativacdo da
transcricdo de genes, sendo um importante mecanismo de controle da expressao
génica (Brenet et al., 2011; Chatterjee e Vinson, 2012). Além disso, a presenca de
metilacdo em CGls de regides intragénicas também estd envolvida na regulacdo da
atividade de promotores alternativos (Maunakea et al., 2010).

A metilacdo de DNA é um evento epigenético presente na formacdo dos
gametas e nos primeiros estagios do desenvolvimento embrionario. Nesses
processos ocorre uma desmetilacdo total do genoma que é restaurado mais tarde
pela acdo das enzimas DNMTs, que estabelecem um novo padrdo epigenético
mantido nas células seguintes, num processo chamado de reprogramacao
epigenética (Reik et al., 2001). Acredita-se que tais eventos sejam essenciais para o
crescimento normal do organismo, visto que animais mutantes deficientes em
DNMTs morrem no 11° dia de estagio embrionario (Li et al., 1992). Além disso, a
metilacdo em CpG esta envolvida na inativacdo de alelos por imprinting genémico e
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na inativacdo do cromossomo X que ocorre em mamiferos (Li et al., 1992; Cotton et
al., 2014). Alteracdes no padrdo de metilacdo de CpG tem sido relacionada a
diversos tipos de doencas como cancer, doencas autoimunes, cardiovasculares e
neurologicas, além de ter um importante papel durante a senescéncia e na
exposicdo a poluentes ambientais (Wong et al., 2004; Baccarelli et al., 2009; De
Prins et al., 2013; Van Roon et al., 2013; Yu et al., 2015).

No sistema imunolégico, modificacdes epigenéticas sdo observadas em
processos de diferenciacdo e de ativacdo celular (Revisado em Wilson et al., 2005;
revisado em Deaton et al., 2011; Almamun et al., 2014). No timo, especificamente, a
expressao do fator de transcricdo AIRE em TEC é controlada pela metilacdo de CpG
presentes no promotor de seu gene. Foi observado, em humanos, que TEC
medulares e corticais possuem baixa porcentagem de metilacdo na regiao
promotora de AIRE, o que foi correlacionado com a presenca de expressao do gene
nessas ceélulas, enquanto que células derivadas de timomas e timaQcitos
apresentaram alta porcentagem de metilacdo do promotor de forma inversamente
proporcional a expressdo do gene (Kont et al., 2011). Alteragdes na metilacdo de
CpG também sédo observadas em regifes reguladoras de genes que codificam as
citocinas interleucina-2 (IL-2) e IL-4 em linfocitos recém-emigrantes do timo e na
diferenciagdo de linfocitos T auxiliares para o fenétipo Thz (Berkley et al., 2013). O
gene para o fator de transcricdo FOXP3 (abreviatura do Inglés forkhead box P3), um
importante marcador de linfécitos T reguladores, possui uma regido com CpG nao
metilados em sua terminagdo 5 néao traduzida (5° UTR), denominada de regiédo
desmetilada especifica de Treg (TSDR; abreviatura do Inglés treg-specific
demethylation region) que regula a expresséo do gene e é suscetivel a modificacdes
durante a ativacdo da célula em processos patologicos (Floess et al., 2007; Polansky
et al., 2008; Anderson et al., 2014).

Além dos processos descritos acima, alteracées no padrdo de metilagcdo no
genoma de células do sistema imune estdo sendo relacionadas com o
desenvolvimento de neoplasias e doencas autoimunes. Uma reducdo na metilagédo
na regidao do promotor do gene ITGAL que codifica a cadeia a da integrina a.p2
(LFA-1 — abreviatura do Inglés lymphocyte function-associated antigen 1) foi
observada em linfocitos de pacientes com lapus eritematoso sistémico e também em
linfocitos de pacientes com esclerose mdltipla (Lu et al., 2002; Wang et al., 2014a).
Enquanto que um aumento na metilacdo de CpG na regido promotora do gene
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FOXP3 foi observada em linfocitos T CD4* de pacientes com esclerose multipla
(Wang et al., 2014b). Além disso, linfécitos T CD4* de pacientes com lupus ativo
possuem um aumento na expressdo de perforina acompanhado com uma
hipometilacdo na regido promotora do gene que codifica a proteina, o que pode
contribuir para a patogénese da doenca (Kaplan et al., 2004). A metilacdo de ilhas
de CpG presentes em regides promotoras de genes supressores de tumor em
células hematopoiéticas é observada em diferentes tipos de neoplasias. Com
relacdo a isso, a inativacdo dos genes para as proteinas inibidoras de quinase
dependente de ciclina pl5 e pl6 foi observada em diversos tipos de leucemias

(Herman et al., 1997).

1.3.1 Metilacdo de DNA na imunosenescéncia

Ao longo da vida do individuo as fungbes dos sistemas orgénicos séo
diminuidas num processo chamado de senescéncia. Tal processo é acompanhado
por alteracOes epigenéticas, especialmente na metilacdo de CpG. Estudos pioneiros
demonstraram que ocorre uma reducdo da metilacdo em diferentes tecidos do
organismo ao longo do envelhecimento e que essa alteracéo pode ser resultado de
multiplos fatores que afetam a atividade de DNMTs, o metabolismo de carbono
envolvido na sintese de SAM e a estabilidade do DNA (Romanov e Vanyushin, 1981;
Pogribny et al., 2010; Wilson et al., 1987). Ja foi demonstrado que hipometilacdo ao
longo do envelhecimento pode ocorrer em regides repetitivas do DNA, como 0s
elementos Alu (Bollati et al., 2009). A reducdo da metilacdo de CpG em elementos
repetitivos do DNA pode contribuir para a patogénese de doencas relacionadas ao
envelhecimento como neoplasias e autoimunidade (Huang et al., 2014; Park et al.,
2014). Além disso, a reducédo global da metilagdo no genoma, observada em células
senescentes in vitro, pode ser resultado da perda do seu potencial de replicacéo,
fato que é corroborado pela auséncia desse fenbmeno em células imortalizadas
(Lopatina et al., 2002).

Paradoxalmente, durante o envelhecimento, algumas regides do genoma
apresentam uma aumento na metilacdo em CpG , essas regides estao relacionadas
com a expressdo de genes tecido-especificos importantes na manutencdo da
homeostasia local. Um aumento na metilacdo do promotor do gene para colageno

tipo | aliado a uma diminuicdo na expressao do gene foi observado no tecido do
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ligamento periodontal de individuos velhos (Takatsu et al., 1999; Ohi et al., 2006).
Fato semelhante foi observado para gene do receptor de estrogénio, em que foi
mostrado um aumento na metilacdo em amostras de células do célon de individuos
velhos e também em amostras de tumor de colon (Issa et al., 1994). O aumento da
metilacdo com a idade também foi demonstrado em genes relacionados como o
desenvolvimento de tumores, 0 que pode contribuir com a alta incidéncia de cancer
na populagdo mais velha (Waki et al., 2003; So et al., 2006). Esses estudos ilustram
a dindmica de metilacdo do DNA durante o envelhecimento, caracterizada pela
hipometilacédo total do genoma acompanhado pela hipermetilacdo de genes tecido-
especificos, considerada um biomarcador do processo de senescéncia (Maegawa et
al., 2010; Koch e Wagner, 2011; revisado em Johnson et al., 2012).

Assim como a maioria dos sistemas do organismo, o sistema imunoldgico
também entra em processo de senescéncia que pode ser mediado por alteracdes
epigenéticas. Modificacbes no padrédo de metilacdo de DNA em células-tronco
hematopoiéticas podem contribuir para o declinio na sua fungdo durante o
envelhecimento (Beerman et al., 2013; Beerman e Rossi, 2014). Uma reducéo na
expressao de enzimas DNMTs, enzimas modificadoras de histonas e enzimas de
remodelamento da cromatina acompanhado por uma hipometilacdo global do
genoma foram observadas no bago e no timo de ratos velhos, com 18 meses de
idade (Sidler et al., 2013). Estudos anteriores ja haviam demonstrado uma reducéo
na metilagdo global, ao longo do envelhecimento, em timos de bovinos e em
timécitos humanos (Romanov e Vanyushin, 1981; Golbus et al., 1990). Em linfocitos
T, 0o aumento na expressdo da integrina LFA-1 durante o envelhecimento é
relacionado com a hipometilagdo de CpG presentes na regido promotora do gene
ITGAL, que codificada a cadeia a. da integrina, de modo semelhante ao que
acontece em linfécitos de pacientes com doencas autoimunes (Zhang et al., 2002).
Mondcitos de doadores idosos também apresentaram uma diminuicdo na metilacédo
de CpG em regides intrbnicas dos genes para neuropilina-1 (NRP1) e para
neurexina-2 (NRXNZ2) (Tserel et al., 2014).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral:

Estudar a regulacdo epignética de FOXN1 no epitélio timico humano durante a

senescéncia.

2.2 Objetivos especificos:
» Avaliar aspectos morfolégicos de timo humano provenientes de doadores de
diferentes idades;

» Analisar a expresséo dos genes FOXN1, DLL1, DLL4 e WNT-4 em amostras

de timo humano;
» Avaliar a expressao da proteina FOXN1 em amostras de timo humano;

» Investigar os mecanismos de expressao do gene FOXN1 em linhagem de

TEC humana pés-natal;

> Determinar o padrdo de metilagdo de DNA em residuos CpG presentes em
regides do gene FOXN1 em linhagem de TEC humana e em amostras de timo

humano.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Anticorpos

Para os ensaios de imunofluorescéncia foram utilizados os anticorpos
primarios anti-FOXN1 humano produzido em cabra, anti-B-catenina humana
produzido em camundongo (Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Alemanha) e
anti-citoqueratina total de vaca produzido em coelho da Dako (Aligent Technologies,
Glostrup, Dinamarca). Os anticorpos secundarios anti-lg de coelho conjugado ao
fluorocromo Alexa 488 produzido em cabra (GAR-488 — goat anti-rabbit) e anti-lg de
camundongo conjugado ao fluorocromo Alexa 488 produzido em cabra (GAM-488 —
goat anti-mouse) foram obtidos da Molecular Probes (Life Technologies) enquanto
gue o anti-lg de cabra produzido em burro conjugado ao fluorocromo Alexa 546

(DAG-546 - donkey anti-goat) foi obtido da Invitrogen.

3.2 Cultivo celular

A linhagem de TEC humana de origem pdés-natal (THPN — abreviatura do
Inglés TEC human postnatal) foi gentilmente cedida pela Dr® Maria Luiza Toribio
(Universidad Autonoma de Madrid, Madrid, Espanha). Esta linhagem foi obtida de
timo de crianca através da técnica de explante timico seguida de clonagem por
diluicdo limitante (Fernandez et al., 1994). No presente estudo, as células THPN
foram cultivadas em meio RPMI-1640 (Mediatech, Virginia, EUA,) acrescido de
bicarbonato de sédio, 10 mM de HEPES (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA),
ciprofluxacina 100 U/mL e 10% de soro bovino fetal (Cultilab, Sdo Paulo, Brasil) e
mantidas em estufa com fornecimento de 5% de CO: a 37°C. Alternativamente, as
células THPN foram cultivadas em sistema de cultivo em estruturas tridimensionais
utilizando microcarreadores macroporosos de celulose (Cytopore™, Asaki Kasei
Medical Co., GE Healthcare, Japdo), com base no método descrito por Paraguassu-
Braga e colaboradores (2012), com algumas modificacdes. Os microcarreadores
foram inicialmente hidratados em PBS, autoclavados e equilibrados com meio RPMI
contendo 10% de soro fetal bovino (meio completo) sobre insertos Transwell™

(Costar, Corning Incorporated, EUA). Apds 30 minutos, células THPN em suspensao
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num volume de 2x10° células foram adicionadas aos pocos contendo 100 pL da
solucdo de microcarreadores e cultivadas em meio completo por até quatro dias em
estufa de CO? a 37°C.

3.3 Amostras de timo humano

Amostras de timo humano foram obtidas de criancas e adultos submetidos a
cirurgia cardiaca do Instituto Nacional de Cardiologia Gottsegen Gyorgy (Budapeste,
Hungria) e do departamento de cirurgia cardiaca da Universidade de Debrecen
(Debrecen, Hungria), respectivamente. Os procedimentos para coleta das amostras
foram aprovados pelo comité de ética em pesquisa e ciéncia do Conselho de
Pesquisa Médica da Hungria (ETT-TUKEB,; Egészségigyi Tudomanyos Tanacs-
Tudoméanyos és Kutatdsetikai Bizottsag) sob o numero 11739-/2014/EKU
(107/2014.) (ANEXO 1). Os fragmentos foram mantidos em meio RPMI completo a
4°C até o uso. Depois de retirado tecido conjuntivo adjacente, as amostras foram
divididas em pequenos pedacos e congeladas a - 80°C para a realizagdo dos
experimentos de PCR em tempo real e imunofluorescéncia. Para analise histologica,
fragmentos de timo foram fixados em solucdo de formalina neutra, clarificados com
xilol, desidratados em concentracdes crescentes de alcool e incluidos em parafina.
Cortes parafinados das amostras de timo foram corados com hematoxilina-eosina
para analise morfoldgica do 6rgéo.

Ao todo foram utilizadas 15 amostras de timo humano, de doadores femininos
e masculinos, com idades entre cinco dias e 78 anos, conforme descrito na tabela
3.1. As amostras foram divididas em trés diferentes grupos de acordo com a idade
do doador. No grupo denominado “pés-natal” foram agrupadas as amostras dos
doadores com idades de cinco dias e 1 ano; o grupo “jovem-adulto” inclui timos de
doadores com idades de 7, 10, 14 e 17 anos e o grupo “adulto-idoso” compreende
as amostras de doadores com 49, 57, 59, 66, 75 e 78 anos (Tabela 3.1). Amostras
dos doadores de cinco dias e 59 anos foram utilizadas como referéncia para os
estudos de andlise de metilagdo de DNA.
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Tabela 3.1: Caracteristicas das amostras de timo humano.

Grupos Amostra ldade Sexo Experimentos

PCRq, Histologia,
1 5 dias Feminino Imunofluorescéncia,
Metilacdo de DNA

Pés-natal 2 1 ano D PCRq
3 1 ano D PCRq
4 1 ano D PCRq
5 7 anos Feminino PCRq, Histologia
6 10 anos Masculino PCRq, Histologia

Jovem-adulto
7 14 anos Masculino PCRq, Histologia
8 17 anos Masculino PCRq, Histologia
9 49 anos Feminino PCRq
o PCRq, Histologia,

10 57 anos Feminino

lImunofluorescéncia

11 57 anos Feminino PCRq, Histologia
Adulto-idoso ) PCRq, Histologia, Metilacdo
12 59 anos Masculino
de DNA
13 66 anos Masculino PCRq
14 75 anos Feminino PCRq, Histologia
15 78 anos D PCRq, Histologia

PCRq: Reacdo em cadeia da polimerase (PCR) quantitativo; D: desconhecido

3.4 Inducédo davia de sinalizacdo de WNT pelo tratamento com cloreto de litio

Células da linhagem THPN foram cultivadas em meio completo por dois dias
para crescimento e estabelecimento de uma monocamada de células. Apos esse
tempo, as células foram tratadas com 20 mM de cloreto de litio (LiCl) pelos periodos
de 6 e 18 horas como descrito previamente (Balciunaite et al., 2002; Staal et al.,
2004). Celulas cultivadas nas mesmas condi¢cles, tratadas ou ndo com cloreto de

sédio (20 mM) foram utilizadas como controle negativo. Apés o tratamento as células
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em cultura foram utilizadas para obtencdo de RNA ou fixadas com metanol 100%

para serem utilizadas em ensaios de imunofluorescéncia.

3.5 Imunofluorescéncia

A dupla deteccdo de citoqueratina total e FOXN1 nas amostras de timo
humano foi realizada através de imunofluorescéncia, apdés marcacao sequencial com
anticorpos especificos descritos no item 3.1. Para isso, cortes congelados de timo,
entre 10 um e 20 pm, foram fixados em lavagens sucessivas de acetona 100%,
hidratados em PBS e incubados por 30 minutos com PBS contendo 1% de albumina
sérica bovina (PBS/BSA 1%; BSA — abreviatura do Inglés bovine serum albumin)
para blogueio dos sitios inespecificos. Apos bloqueio, os cortes foram incubados
com anticorpo primario para citoqueratina total (1:100), por uma hora e 30 minutos,
em camara umida. Apoés incubacdo, os cortes foram lavados com PBS e
imediatamente submetidos a incubac&o com anticorpo secundario GAR-488 (1:400),
por 45 minutos, em temperatura ambiente, em camara escura. ApOs primeira
marcacédo, os cortes foram lavados em PBS e incubados com anticorpo primario
especifico para FOXN1 (1:50) por uma hora e 30 minutos, em camara Umida,
seguido de lavagem e marcacdo com anticorpo secundario DAG-546 (1:400) por 45
minutos, em temperatura ambiente, na camara Uumida. Finalizada as marcacdes, 0s
cortes foram montados com meio de montagem para imunofluorescéncia ProLong®
Gold antifade reagent (Life Technologies, Oregon, EUA) contendo corante nuclear
DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol) para posterior observagao da marcacéo. De forma
semelhante, células THPN cultivadas em placas de oito pogos ou em
microcarreadores foram fixadas em metanol 100%, hidratadas com PBS,
bloqueadas com PBS/BSA 1% e incubadas com anticorpos primarios para
citoqueratina total (1:100), FOXN1 (1:50) e B-catenina (1:30) por uma hora e 30
minutos em camara umida. Apds esse tempo, as amostras foram lavadas em PBS
seguido de incubacdo com anticorpos secundarios GAR-488, DAG 546 ou GAM-488
(1:400), durante 45 minutos, em camara escura. Apos lavagem com PBS, as placas
foram montadas com meio de montagem contendo o corante nuclear DAPI, para
posterior observacdo em microscopio de fluorescéncia. Em ambos 0s ensaios, a
analise e a captura de imagens foram realizadas no microscépio de fluorescéncia

Zeiss Axio Imager A2 (Carl Zeiss, Oberkochen, Alemanha) equipado com o
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programa de computador Axio Vision Release 4.8.2 (Zeiss). Amostras incubadas
somente com anticorpos secundarios e anticorpos primarios de imunoglobulinas ndo
relacionadas foram utilizadas como controles negativos, ndo constatando marcagao

significativa.

3.6 Extrac&o de RNA total e sintese de DNA complementar (cDNA)

O RNA total de amostras de timo humano e de células THPN obtidas de
diferentes sistemas de cultivo foi isolado pelo método fenol-cloroférmio como
descrito a seguir. Pequenos fragmentos de tecido timico congelado foram
processados com auxilio de homogenizador de tecidos (T10 Basic, IKA®) em 1 ml
de Trizol (TriReagent®, MRC, Ohio, EUA), seguido da extracdo de RNA pelo método
fenol-cloroférmio. Células da linhagem THPN cultivadas em monocamadas ou em
arcabougos 3D, como descrito no item 3.2, foram liberadas do substrato pelo
tratamento com tripsina/EDTA 0,002g (Gibco BRL, Maryland, EUA) por 10 minutos,
centrifugadas, lavadas em PBS e homogenizadas em 1ml de Trizol. As amostras de
timo e THPN, em Trizol, foram incubadas com 200 pl de cloroférmio, agitadas por
15s e centrifugadas por 15 minutos a 4°C na velocidade de 12000 g. Apos
centrifugacéo, a mistura contendo uma separacao definida em trés fases, uma fase
inferior de cor vermelha, uma fase intermediaria de cor branca e uma fase superior
aguosa transparente foi obtida, sendo essa ultima fase a que contém o RNA.
Cuidadosamente, a fase aquosa das amostras foi separada em um novo tubo, onde
foram adicionados 500 pL de isopropanol 100%, seguido de uma leve mistura pela
inversao do tubo. A solucao foi incubada por 10 minutos, a temperatura ambiente, e
em seguida novamente centrifugada por 10 minutos a 4°C na velocidade de 12000
g. Apés centrifugacdo, o sobrenadante das amostras foi retirado, preservando o
sedimento contendo RNA. O sedimento de cada amostra foi lavado com 1 mL de
alcool 75% e centrifugado por 5 minutos a 4°C na velocidade de 12000 g. Apds
descarte do sobrenadante, as amostras foram secas a temperatura ambiente, para
eliminar os restos de alcool presentes na amostra. Apos secagem, o RNA foi
resuspendido com &gua livre de RNAses e DNAses, incubado por 10 minutos a
65°C, levemente agitado e colocado no gelo para posterior quantificagdo. A pureza
e a concentracdo do RNA total das amostras foram determinadas no espectrometro

NanoDrop ND 2000 (Thermo Scientific, Delaware, USA) a partir da razdo das
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absorbancias nos comprimentos de onda 230, 260 e 280 nm. As amostras de RNA
foram mantidas em freezer -80°C até o uso.

Somente amostras de RNA livres de proteinas e fenol foram utilizadas para as
reacdes de sintese do cDNA. Para cada reacao, foram utilizados até 2 ug de RNA
total com o kit High Capacity cDNA Synthesis (Applied Biosystems, Califérnia, EUA)
seguindo as instrucfes do fabricante. A reacdo de sintese do cDNA foi realizada no
volume total de 40 pL contendo 20 pL de RNA na concentragédo de 100 ng/uL e 20
uL da mistura contendo 2 pL de tampéo RT (10X), 0,8 pL de desoxiribonucleotideos
trifosfatados (dNTPs, 100mM), 2uL de oligonucleotideos aleatérios (10X, RT random
primers), 1 yL da enzima MultiScribe™ Reverse Transcriptase em agua livre de
RNAses (Applied Biosystems, Califérnia, EUA). As reacfes foram realizadas no
termociclador A&B thermocycler 2720 (Applied Biosystems, Califérnia, EUA) com
uma etapa de incubac¢do por 10 minutos a 25 °C, seguido de uma incubacao por 2
horas a 37 °C e uma etapa final de 5 minutos a 85 °C para inativacao da enzima. O
cDNA obtido foi diluido cinco vezes, com agua livre de RNAses, e mantido em

freezer a -20 °C até utilizacao.

3.7 Reacgédo em cadeia da polimerase (PCR)

Reacdes de PCR foram utilizadas para avaliacdo da expressdo génica em
amostras de timo humano e em células da linhagem THPN. Nas reac0es, iniciadores
especificos para os genes estudados foram selecionados de trabalhos prévios, apos
revisdo da literatura, ou desenhados a partir de sequéncias especificas depositadas
no banco de dados do Centro Nacional de Informacdo em Biotecnologia (NCBI —
abreviatura do Inglés National Center for Biotechnology Information) do Instituto
Nacional de Saude dos Estados Unidos (NIH — abreviatura do Inglés National
Institute of Health) utilizando o programa de computador Primer3, disponivel na
pagina de internet do NCBI (Ye et al., 2012). Todas as sequéncias utilizadas estao
listadas na Tabela 3.1.

Amplificacdes de PCR apo0s reacdo da transcriptase reversa (RT-PCR) foram
realizadas para avaliacdo da inducdo da expressao de FOXN1, em células THPN,
apos tratamento com LiCl. Para cada reacdo, foi utilizado 8 pl de cDNA diluido (1:5)
de cada amostra misturado em agua livre de RNAses contendo 1X de tampéao da

enzima Taq polimerase, 1,5 mM de cloreto de magnésio, 0,025mM de dNTPs, 0,05
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U/ul da enzima Taq polimerase (Todos da Applied Biosystems, California, EUA), e
0,5 uM de cada par de oligonucleotideos iniciadores especificos para FOXN1 e para
0 gene constitutivo HPRT-1 (Tabela 3.1). As reacgfes foram realizadas no
termociclador A&B thermocycler 2720 (Applied Biosystems, California, EUA)
contendo um ciclo para desnaturacdo inicial de 2 minutos a 94°C, seguido de 30
ciclos com desnaturacédo por 30 segundos a 94°C, anelamento por 30 segundos a
60°C e extensdo por 30 segundos a 72°C. Apoés reacdo, dez microlitros de cada
reacao foi submetido a eletroforese em gel de agarose a 2% por 40 minutos sob
voltagem 90. As bandas amplificadas foram visualizadas sob a luz ultravioleta pela
coloracdo com brometo de etidio.

Para a analise da expressao génica por PCR quantitativo (PCRq), 5 uL de
cDNA diluido de cada amostra foram adicionados a 5 yL de Maxima Sybr
Green/ROX qPCR Master Mix (Thermo Scientific, Califérnia, EUA) contendo 0,3 yM
de cada par de oligonucleotideos iniciadores (Tabela 3.1) em placas de 384 pocos.
As reacoes foram realizadas no equipamento ABI PRISM® 7900HT sequence
analysis (Applied Biosystems, Califérnia, EUA) contendo o programa de computador
Sequence Detector System 2.2 (Applied Biosystems, Califérnia, EUA), seguindo o
protocolo de ciclos em trés estagios, conforme especificado pelo fabricante, com
uma desnaturacdo inicial de 10 minutos a 95°C, seguido de 40 ciclos com
desnaturacao por 15s a 95°C, anelamento por 30s a 60° C e extensdo por 30s a
72°C. Todas as amostras foram analisadas em triplicata. Depois da amplificacéo, os
valores Ct (abreviatura do Inglés cycle threshold) de cada amostra foram
transformados em quantidade relativa pela formula Q= ECtmin - CtAmosta) am que Q é
quantidade, E é a eficéncia da amplificacdo (=2; definida como 100%), Ct™" é o
menor Ct para o gene e CtAmsta & o Ct da amostra do gene de interesse. Em
seguida, os valores Q dos controles endogenos (HPRT-1, RPL13A e TFRC) de cada
amostra foram utilizados como entrada no programa de computador GeNorm, para
determinar a estabilidade de expressao através do valor de M (Vandesompele et al.,
2002). Os genes menos estaveis, 0s quais apresentaram M de maior valor, foram
excluidos na andlise. Os genes considerados estaveis foram utilizados para o
célculo do fator de normalizacédo (FN), o qual foi utilizado para obtencdo de valores
de expressdo normalizados (VEN) de cada gene de interesse através da férmula
VEN=Q 9ene de interesse/E |
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Tabela 3.2: Sequéncias senso e reverso dos oligonucleotideos iniciadores utilizados nas

reacdes de RT-PCR e de PCR quantitativo*.

Tamanho
do
Gene-Alvo Sequéncia senso (5'—3") Sequéncia reverso (5'—3') Observagoes
produto
(pb)
FOXNT TCCCTCACTCACTGACTTCG GTGGCATCGAAGATGATGTC 119  |Ref.(Clark et
(NM_003593 2) [1628-1647) (174B-1727) al 2005}
Delta-like 1 (0LL7) |TOCAACCAGGACCTGAACTA CTCCGTTCTTACAAGGGCTG 163 +
(NM_005618.3] (1323-1342) (1481-1472)
Delta-like 4 (DLL4) |CAGAGTGTCGGATATCAGLG CTCCTGCCTTATACCTCCGT 115 +
(NW_019074.3] {2288-2307) (2402-2383)
W T-4 CAGCAGAGCCCTCATGAACT GCCAGCACGTCTTTACCTCACA 122 Ref. (Liu et
(NM_030767.4) (B47-666) (7H8-747) al. 201 2}
HERT-1 CCTGGCGTCGTGATTAGTG TCGAGCAAGACGTTCAGTCC 138 -|-
(NI_000194.2] {183-201) (320-301)
TERC CTAGTGTTCTTICTGTGTGGCAGTT |ACAATGGTTCTCCACCAAACAAG 83 t
(NW_001128148.1) | (115-138) (197-178)
[=r= i) COGACCGTGCGAGGTATGCT AGCAGGAACCACCATCCGCT 123 t
(NM_001270491 1) | (244-263) (366-347)

*Os genes HPRT-1 (Hipoxantina fosforribosiltransferase 1), TFRC (receptor de transferrina)
e RPL13A (proteina ribossomal L13A) foram utilizados como controles endégenos. (1)
Oligonucleotideos desenhados com o programa de computador Primer3. FOXN1: forkhead
box N1; DLL1: Delta-like 1 (Drosophila); DLL4: Delta-like 4 (Drosophila); WNT-4: wingless-
type MMTYV integration site family, member 4.

3.8 Extracdo de DNA genGmico das amostras de timo humano

Pequenos fragmentos congelados de timo e células da linhagem THPN foram
submetidos a extracdo de DNA gendmico utilizando o kit Wizard® Genomic DNA
Purification (Promega, Wisconsin, EUA), seguindo as instru¢cdes do fabricante. As
células THPN foram cultivadas em garrafas de cultura celular em meio RPMI
completo até atingirem o estado de confluéncia de 80%. Entdo, as células foram
removidas da garrafa utilizando solucédo de tripsina/EDTA 0,002g (Gibco, Maryland,
EUA), centrifugadas, contadas e lavadas em PBS. Apo0s nova centrifugacdo, as
células contidas no sedimento foram lisadas com a adi¢cao de 600 uL solucéo de lise
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nuclear (fornecido pelo fabricante), em conjunto com acdo mecanica, até néo ter
aglomerados de células visiveis. As amostras de timo humano foram lisadas em
solucao de lise nuclear, com auxilio de pistilo, até nédo ter pedagos de tecido visiveis.
Apés lise, as amostras foram incubadas com RNAse A (4 mg/ml; fornecida pelo
fabricante) por 15 minutos a 37°C. Depois, as amostras foram tratadas com 200 uL
de solucéo de precipitacdo de proteinas (fornecido pelo fabricante), agitadas por 20
segundos, colocadas no gelo por 5 minutos e centrifugadas por 4 minutos a 12000
rpm. Apés centrifugacdo, o sobrenadante contendo o DNA foi coletado e transferido
para um tubo plastico contendo 600 pL de isopropanol 100%. As amostras foram
agitadas por inversdo do tubo até o aparecimento de uma massa branca em forma
de fios (DNA) e centrifugadas por 12000 rpm a temperatura ambiente. O sedimento
contendo o DNA foi lavado com alcool 70%, pela inversdo do tubo, e novamente
centrifugado por 1 minuto por 12000 rpm. Apds lavagem, as amostras foram
submetidas a secagem, em temperatura ambiente, por 30 minutos, seguido da
adicdo de 50 uyL de solugcéo de rehidratacdo de DNA [Tris-HCI (10 mM; pH 7.4)
EDTA (1 mM; pH 8.0)] e incubacao por 1 hora a 65°C. Apds extragdo, a pureza e a
concentracdo das amostras de DNA foi obtida no espectrofotdmetro NanoDrop ND
2000 (Thermo Scientific, Delaware, USA) a partir da razdo das absorbancias nos
comprimentos de onda 230, 260 e 280 nm. As amostras de DNA foram mantidas a

4°C até o uso.

3.9 Tratamento com bissulfito de sédio

O tratamento com bissulfito converte todas as citosinas nao-metiladas em
uracilas, enquanto as citosinas metiladas sao resistentes ao tratamento (Darst et al.,
2010). Dessa forma, € possivel gerar dois tipos distintos de sequéncias de DNA, que
podem ser avaliados por diferentes técnicas moleculares como PCR especifico para
metilacdo e sequenciamento de DNA. No estudo, foram utilizados 2 ug de DNA de
cada amostra para o tratamento com bissulfito de s6dio com o kit Epitect® Bisulfite
(Qiagen, Hilden, Alemanha) segundo as recomendacbes do fabricante. Para as
reacbes de conversdo, o DNA das amostras, diluido em 20 pyL de agua livre de
RNAses e DNAses, foi misturado com 85uL da solugdo de bissulfito de sodio
(bisulfite mix; fornecido pelo fabricante) e 35uL do tamp&o de protegdo do DNA

(DNA protect buffer; fornecido pelo fabricante) totalizando um volume de 140 pL. As
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reacbes de conversdo foram realizadas no termociclador Veriti® (Applied
Biosystems, Califérnia, EUA) nas condi¢des indicadas na tabela 3.2. Durante a
reacdo, as citosinas nao-metiladas sofrem sulfonacdo (adicdo de bisulfito) e
desaminacado (remocdo do grupo amina), convertendo-se em sulfonato de uracila.
Apés essa etapa, o DNA convertido foi purificado utilizando colunas de silica
(EpiTect spin columns, Qiagen, Hilden, Alemanha) como descrito pelo fabricante.
Brevemente, todo conteudo da reacdo foi misturado a 560 pL de tampdo BL,
transferido para coluna de silica e centrifugado por um minuto a 13.000 rpm para
ligacdo do DNA convertido. Apds centrifugacdo, as colunas foram lavadas com 500
uL de tampéo BW, seguido de centrifugacédo por um minuto a 13.000 rpm. Na etapa
seguinte, as colunas foram incubadas por 15 minutos, a temperatura ambiente, com
tampdo BD, o qual promove a remocgao do bisulfito do sulfonato de uracila,
convertendo-o em uracila. Depois da incubacao, as colunas foram centrifugadas e
lavadas duas vezes com tampao BW conforme descrito acima. ApoOs lavagens, as
colunas foram centrifugadas por um minuto a 13.000 rpm e incubadas por cinco
minutos a 56°C para retirada total de quaisquer liquidos remanescentes. Ao final, o
DNA convertido foi eluido em agua livre de RNAses e DNAses, quantificado por
espectrometria e mantido em freezer a - 20°C até uso. A conservacdo do DNA
convertido em baixas temperaturas € necessaria visto que o processo de conversao
resulta na perda de complementaridade do DNA, fazendo com que fique mais

instavel, sendo assim mais propenso a degradagao.

Tabela 3.3: Condi¢des da reacdo de conversdo de DNA com bissulfito de sddio.

Etapa Tempo Temperatura
Desnaturacéao 5 min 95°C
Incubacgéo 25 min 60 °C
Desnaturacao 5 min 95°C
Incubagao 1 h 25 min 60 °C
Desnaturacéo 5 min 95°C
Incubagéo 2 h 55 min 60 °C

3.10 Analise de metilagdo do DNA
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3.10.1 Selecdo das regibes e desenho de oligonucleotideos iniciadores

especificos para DNA convertido com bissulfito de sodio

Regifes contendo possiveis residuos de CpG metilados foram selecionadas
na sequéncia do gene FOXN1 de acordo com dados experimentais contidos no
banco de dados do genoma humano, montagem h19, da Universidade da Califérnia
— Santa Cruz (UCSC; Califérina, EUA), realizado por laboratérios pertencentes ao
Consoércio Enciclopédia de Elementos de DNA (ENCODE - abreviatura do Inglés
Encyclopedia of DNA Elements), na secéo metilacdo de DNA por RRBS (abreviatura
do Inglés reduced representation bisulfite sequencing) (Kent et al., 2002; ENCODE,
2012). As regides selecionadas foram utilizadas como alvos para desenho de
iniciadores especificos para sequéncias de DNA tratado com bissulfito de soédio
(Figura 3.1). O desenho dos iniciadores foi realizado com o programa de computador
MethylPrimer Express versdo 1.0 (Applied Biosystems) e com o0 programa
MethPrimer (Li e Dahiya, 2002). Estes programas possuem algoritmos para o
desenho de iniciadores especificos para DNA tratado com bissulfito seguindo os
critérios descritos por Li e Dahiya (2002). As sequéncias dos iniciadores utilizados

estao listados na tabela 3.3.

18 Kb} | het9
chr17: | 26,840, 000| 26,845, 0900| 26,850, 00| 26,855, 800| 26,860, 000| 26,865, 000|
I I | I
1 2 J |
FOXN1 [ SN SN UMl B Lbk. | DO bt HI——
FOXN1 i } } } HE =

Figura 3.1: Localizacdo gen6mica das regifes selecionadas para analise de metilagao
de residuos CpG no gene FOXN1. As regides foram selecionadas através de dados
experimentais de metilacdo de CpG depositados pelo consércio ENCODE na base de dados
da UCSC. Adaptacao da representacdo grafica do gene FOXNL1 obtida banco de dados do
genoma humano (hg19) da UCSC (Kent et al., 2002).
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Tabela 3.4: Sequéncias senso e reverso dos iniciadores especificos para regides do gene

FOXNL1 apds conversao com bissulfito de sédio**.

Nome
Tamanho
de Sequencia senso (5—3) Sequencia reverso (5—3)
- do produto
regiao
1(C07) | TTTGTTAAATAAGAGTTAAGGAGTAAATTA | ATCTAAAAAACCAAAAACTCTATCC 208 pb

2 (C20) | GTTTAGGGTGAGTTAGGTAGGGATAG

AAAAACAAATTTCTAACTCTAAAAATAAAT | 258 pb

3 (DB1) | TTGTTGGTATTGTTTGAGAGGA

CCTCCATACAAATAAACCAACC

416 pb

4 (DB2) | GGTTTTAGTTTAAGGATGGGGT

TTAACCTAAACCCAAACCCA

273 pb

**Qs iniciadores foram desenhados com auxilio dos programas MethylPrimer Express e

MethPrimer segundo critérios estabelecidos por Li e Dahiya (2002).

3.10.2 Sequenciamento de DNA tratado com bissulfito de sodio

Sequenciamento do DNA convertido com bissulfito de sédio foi utilizado para

guantificar os residuos de CpG metilados presentes no gene de FOXN1 nas

sequéncias previamente selecionadas. Para isso, foram utilizadas amostras de DNA

convertido da linhagem celular THPN e amostras de timo humano dos doadores de

cinco dias e 59 anos. As etapas realizadas para o sequenciamento séo detalhadas

nos topicos abaixo e esquematizadas na figura 3.2.
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Figura 3.2: Representacdo esquemaética das etapas experimentais utilizadas para o

sequenciamento de DNA convertido com bissulfito de sédio.
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a) PCR das amostras de DNA convertidas com bissulfito de sédio: Amostras de

DNA obtidas de timo humano e da linhagem celular THPN, convertidas com
bissulfito de sodio, foram utilizadas em reacdes de PCR utilizando a enzima
Platinum Tag DNA polimerase High Fidelity (Invitrogen). Cada reacéo foi realizada
num volume total de 25 pL, contendo 60 ng de DNA convertido misturados com 2,5
uL de tampao de PCR (1X; High Fidelity PCR buffer, Invitrogen), 0,5 uL de dNTPs
(0,2 mM; Invitrogen), 1 pL de sulfato de magnésio (2 mM; MgSO4) e 500 nM dos
iniciadores especificos para regifes estabelecidas como descrito no item 3.10.1. As
reacOes foram realizadas no termociclador Veriti® (Applied Biosystems, Califérnia,
EUA) nas seguintes condi¢des: desnaturacao inicial por 1 minuto a 94 °C, seguido
de 35 ciclos com 15 segundos de desnaturacdo a 94 °C, anelamento por 30
segundos, com a temperatura de 58 °C para os iniciadores das regidées DB1, DB2 e
CO7 e 60 °C para os iniciadores da regido C20; e elongacédo por 45 segundos a 68
°C. Depois de finalizadas, as reag¢des foram mantidas a 4 °C ou no freezer a -20°C

para serem utilizadas posteriormente.

b) Purificacdo dos produtos de PCR: ApoOs amplificacdo, o volume total da
reacdo foi submetido a eletroforese em gel de agarose a 2% para visualizacdo dos
produtos através de coloracdo por brometo de etideo e posterior purificacdo dos
produtos utilizando o kit QIAquick (Qiagen, Hilden, Alemanha) para purificacdo a
partir de gel de agarose, segundo as instrucbes do fabricante. As bandas
correspondentes aos produtos desejados foram recortadas do gel com auxilio de um
bisturi, pesadas e colocadas em um tubo conico plastico em que foi adicionado o
tampao de solubilizacdo QC (QC buffer) no volume igual a trés vezes ao peso da
banda previamente aferido. A seguir, as amostras foram incubadas por 10 minutos a
50°C até completa dissolugéo do gel seguido da adicdo de um volume (igual ao peso
do gel) de isopropanol 100%. A seguir, as amostras foram agitadas gentilmente e
colocadas em colunas de silica (QIAquick column, Qiagen, Hilden, Alemanha) para
purificacdo do produto, segundo instru¢cdes do fabricante. As colunas contendo os
produtos a serem purificados foram centrifugadas por um minuto a 13.000 rpm, para
ligacdo do DNA. Apos centrifugacdo, foram adicionados 500 puL tampdo QC nas
colunas, seguido de centrifugagdo por um minuto a 13.000 rpm, para retirada de

possiveis vestigios de agarose. Depois desta etapa, as colunas foram incubadas
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com 750 uL tampéao de lavagem PE (Qiagen, Hilden, Alemanha) por cinco minutos e
posteriormente centrifugadas, por um minuto a 13.000 rpm, para retirada do tampao.
As colunas, entdo, foram submetidas a uma nova centrifugagdo para remover
guaisquer vestigios de tampéao PE. Ao final, as amostras foram eluidas em 25 uL de
agua ultra pura para posterior quantificacdo no espectrofotdmetro NanoDrop ND
2000 (Thermo Scientific, Delaware, USA). Os produtos purificados foram mantidos
em freezer -20°C para posterior utilizagao.

C) Clonagem dos produtos purificados: os produtos purificados foram inseridos

no plasmidio pGEM-T (pGEM®-T Easy Vector System |; Promega, Wisconsin, EUA)
através de reacdo de ligacdo utilizando a enzima T4 ligase (Promega, Wisconsin,
EUA), conforme instru¢cbes do fabricante, com algumas modificagdes. Cada reacao
de ligacdo foi realizada num volume total de 11 pL em que 4 uL do produto
purificado (20 - 24 ng) foi misturado com 5 pL de tampé&o de ligacdo (2X Rapid
Ligation Buffer), 1 uL do vetor pGEM®-T Easy (50 ng) e 1 yL da enzima T4 DNA
Ligase (3U/ul). A mistura foi incubada a 16 °C (temperatura 6tima para atividade da
enzima T4 DNA Ligase) durante 4 horas. A seguir, 5 pL da reagcao de ligacao foi
adicionada a 100 pL de bactérias competentes (Escherichia coli, linhagem JM109),
as quais foram colocadas para proliferar em meio de cultura estéril liquido LB Broth
base (Lennox Broth base, Invitrogen, Califérnia, EUA) durante uma hora e 30
minutos a 37°C, em tubos conicos plasticos, sob agitacdo constante de 600 rpm.
Apés esse tempo, as amostras foram centrifugadas por trés minutos a 12000 rpm a
temperatura ambiente, o sobrenadante foi removido e o sedimento de bactérias,
ressuspendido em 100 pL de meio LB Broth base, foi semeado em placas
bacteriol6gicas contendo meio de cultura sélido LB &gar (Lennox L Agar, Invitrogen,
Califérnia, EUA) contendo ampilicina, 50 mg/mL de X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-
B-D-galactosidio) e 100 mM de IPTG (isopropil B-D-1-tiogalactopiranosidio) para
selecao das col6nias positivas. As bactérias foram cultivadas por 16 horas em estufa
a 37°C.

d) Verificacdo da insercdo do fragmento de interesse e purificacdo do inserto:

placas contendo colbnias em crescimento foram selecionadas para verificagcdo da
inser¢cao do fragmento desejado utilizando o sistema de seleg&o de colonias azuis e

brancas. Até 10 coldnias brancas foram selecionadas, recolhidas das placas e
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incubadas com 20 pL de Quilex (5%) por 10 minutos a 95 °C para isolamento do
DNA plasmidial. A confirmacédo da inser¢céo do fragmento de interesse foi realizado
através de reacdo de PCR em um volume total de 50 pL utilizando a polimerase de
DNA AmpliTaq® (Appiled Biosystems, Califérina, EUA), em que 3 pL da reacgdo do
Quilex foi acrescido na mistura contendo 5 pL de tampédo de PCR, 15 mM de cloreto
de magnésio (MgCl2; GeneAmp 1X PCR Buffer), 2,5 pL de dNTPs (0,2 mM) e 2,5 uL
de cada par dos iniciadores utilizados em (a). As reacdes foram realizadas no
termociclador Veriti® (Applied Biosystems, Califérnia, EUA) nas condi¢des:
desnaturacao inicial por 1 minuto a 95 °C, seguido de 35 ciclos com 15 segundos de
desnaturacao a 94 °C, anelamento por 30 segundos, com a temperatura de 58 °C
para os iniciadores das regibes DB2 e CO7 e 60 °C para os iniciadores da regiédo
C20; elongacéo por 45 segundos a 72 °C e extensao final por 6 minutos a 72 °C.
Apbs reacao, os produtos foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 2%
para confirmacdo da amplificacdo do fragmento desejado. Entdo, os produtos de
amplificagdo de cada uma das col6nias foram isolados com kit de purificagdo de
produtos de PCR QIAquick (Qiagen, Hilden, Alemanha) segundo as orienta¢des do
fabricante. Ao final, o produto purificado foi eluido em 23 uL de &gua, livre de
RNAses e DNAses, e quantificados no espectrofotbmetro NanoDrop ND 2000
(Thermo Scientific, Delaware, USA) para serem utilizados nas reacdes de

sequenciamento.

e) Reacdo de sequenciamento: 90 ng dos produtos purificados de cada col6nia

foram utilizados para reacdo de sequenciamento com o kit BigDye® Terminator
Cycle Sequencing (Applied Biosystems, Califérnia, EUA). Cada reacéo foi realizada
com tampdo de sequenciamento, BigDye® e os iniciadores, senso ou reverso,
utilizados nas reacfes de PCR anteriores. As reacdes foram feitas no termociclador
GeneAmp® (Applied Biosystems, Califérnia, EUA), com uma desnaturacao inicial
por 1 minuto a 96 °C seguido de 25 ciclos com 96 °C por 10 segundos, 50 °C por 5
segundos e 60 °C por 4 minutos. A seguir, os produtos foram purificados por
precipitacdo com isopropanol 65%, seguido de lavagem em etanol 60% e secagem a
temperatura ambiente. Os produtos foram ressuspendidos em formamida e
encaminhados para leitura no sequenciador de 96 capilares ABI3730x| (Applied
Biosystems, Califérnia, EUA) da Plataforma de Sequenciamento de DNA RPTO01A da
Rede de Plataformas Tecnolégicas da FIOCRUZ (PDTIS/FIOCRUZ).
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3.10.3 Andlise do sequenciamento

As sequéncias obtidas apos as reacdes de sequenciamento foram analisadas
no programa de computador BioEdit: Sequence Alignment Editor versédo 7.2.5 (lbis
Biosciences, Califérnia, EUA), para retirada de possiveis sequéncias ndo relatadas e
andlise dos cromatogramas quanto a correta adicdo de bases. Apds essa analise
prévia, as sequéncias selecionadas foram alinhadas com a sequéncia genémica de
interesse utilizando o algoritmo de multiplo alinhamento de sequéncias ClustalW
versdo 1.83 (Larkin et al., 2007). As sequéncias alinhadas foram entdo utilizadas
para quantificacdo dos residuos CpG com o auxilio do programa de computador BiQ
analyzer v2.00 (Bock et al., 2005), em que percentual de metilagdo em cada CpG
por clone e o percentual médio total foi determinado para cada sequéncia, por
amostra, tendo como parametros o percentual de identidade de sequéncia acima de
80% e o percentual de conversao de citosinas em timinas (C—T) acima de 90%.
Diagramas do tipo lollipop foram confeccionados para cada amostra com auxilio do
programa da internet QUMA (abreviatura do Inglés Quantification Tool for
Methylation Analysis) (Kumaki et al., 2008).

3.11 Anélise estatistica

Para as andlises estatisticas dos dados obtidos e confeccdo dos graficos foi
utilizado o programa de computador GraphPad Prism verséao 5.00 (GraphPad Prism
Software, Inc.). Os valores obtidos foram considerados estatisticamente significativos
quando p<0,05 em teste estatistico ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis seguido pelo

poés teste de multipla comparagéo de Dunn.
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4 RESULTADOS

4.1 Arquitetura tecidual e distribuicdo de células epiteliais no timo humano

em diferentes idades

Cortes histolégicos de timo foram corados com hematoxilina-eosina para
avaliacdo das caracteristicas morfologicas. Nas amostras de timo pos-natal e jovem-
adulto, representadas pelos timos dos doadores de cinco dias e 14 anos,
respectivamente, pode-se observar uma morfologia caracteristica do timo, com
I6bulos envoltos em uma capsula de tecido conjuntivo contendo as regides cortical e
medular bem distintas, sendo que no timo de 14 anos é possivel observar a
infiltracdo de células de tecido adiposo (Figuras 4.1A e B). Nas amostras de timo
adulto-idoso, representada pelo timo do doador de 75 anos, foi possivel observar
uma desorganizacdo da arquitetura timica, apresentando pequenos espagos de
tecido epitelial com regides linfoides circundadas por tecido adiposo (Figura 4.1C).
Além disso, no timo adulto-idoso foi observado que as regibes cortical e medular
estdo desorganizadas, com poucos linfécitos (Figura 4.1C).

Além da morfologia, também foi analisada a expresséo de citoqueratina total,
um marcador para TEC, nas amostras de timo em estudo. Foi visto que, em timo
pés-natal, representado pela amostra de cinco dias, h4 uma deposicdo normal de
citoqueratina, como uma fina malha distribuida por todo 6rgdo. Em contraste, no
tecido timico adulto-idoso, da amostra de timo de 57 anos, foi observada uma
deposicao irregular da proteina, com algumas éareas livres de citoqueratina (4.2A e
B). Quando foi analisada a deposicédo de citoqueratina em timo de 78 anos, néo foi

possivel observar marcacao para citoqueratina (Figura 4.2C).
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Figura 4.1: Aspectos morfolégicos de amostras de timo humano em diferentes idades.
As fotomicrografias mostram cortes parafinados de amostras de timo humano, corados com
hematoxilina-eosina, provenientes dos doadores de cinco dias (A), 14 anos (B) e 75 anos
(C), respectivamente. c=regido cortical; m=regido medular; a=tecido adiposo; seta=trabécula

de tecido conjuntivo. Aumento da objetiva: 4x.

Figura 4.2: Deposi¢cdo de citoqueratina total em amostras de timo humano em

diferentes idades. As fotomicrografias mostram a deposicdo de citoqueratina em amostras
de timo através de imunofluorescéncia. Cortes congelados de timo, proveniente de doadores
de idade de cinco dias (A), 57 anos (B) e 78 anos (C), foram hidratados, bloqueados e
incubados com anticorpos especificos para citoqueratina total (verde) para posterior
visualizacdo em microscépio de fluorescéncia. Inserto: DAPI. Aumento da objetiva: 20x.
Barra: 100 um (A, B); 50 um (C).

4.2 Expresséo de FOXN1, DLL1, DLL4 e WNT-4 em amostras de timo humano

Para andlise da expressdo génica, amostras de RNA provenientes de timo de
diferentes idades foram utilizadas para sintese de cDNA e posterior amplificacdo
com iniciadores especificos através de PCR em tempo real. Foi verificada uma
menor expressdo do gene FOXN1 no grupo adulto-idoso em comparagcdo com 0s
grupos pos-natal (p=0,018) (Figura 4.3A). Por outro lado, foi observada uma maior
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expressdo dos genes DLL1 e DLL4 em amostras do grupo adulto-idoso em
comparacao com amostras do grupo pés-natal (p=0,014 e 0,021, respectivamente)
(Figura 4.3B e D). Enquanto que néo foi observada diferenca na expresséo do gene

WNT-4 entre os grupos estudados (Figura 4.3C).
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Figura 4.3: Expressao dos genes FOXN1, DLL1, DLL4 e WNT-4 em amostras de
timo humano através de PCR quantitativo em tempo real. Nos graficos estdo
representados a média * erro-padrédo dos valores de expressdo normalizados dos genes
FOXNL1 (A), DLL1 (B), WNT-4 (C) e DLL4 (D). Os valores de expresséo normalizados foram
obtidos como descrito no item 3.7 do capitulo Material e métodos. A diferenca entre os
grupos foi analisada pelo teste estatistico ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis seguido pelo
pos teste de multipla comparacdo de Dunn. (*) p<0,05. Legenda: circulos amarelos= 5 dias
de idade; circulos rosas-claro= 1 ano de idade; quadrados verdes-escuro= 7 anos de idade;
guadrados azuis= 10 anos de idade; quadrados roxos= 14 anos de idade; quadrados azuis-
turquesa=17 anos de idade; tridangulos vermelhos= 49 anos; triangulos marrons= 57 anos;

tridngulos rosas= 59 anos; triangulos lilhs= 75 anos; triangulos laranjas= 78 anos.
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4.3 Expressao proteica de FOXN1 em amostras de timo humano

Uma vez que foi observada uma menor expressdo do gene FOXN1 em
amostra de timo do grupo adulto-idoso, despertou-se o interesse de avaliar a
expressdo de FOXN1, ao nivel protéico, no tecido timico das amostras em estudo.
Para isso, cortes congelados de timo das amostras de cinco dias e de 57 anos foram
submetidas a imunofluorescéncia para avaliar a marcagao intranuclear do fator de
transcricio FOXN1. Essas amostras foram escolhidas como representantes dos
grupos poés-natal e adulto-idoso pois esses dois grupos apresentaram expressao
diferencial de FOXNL1 durante os ensaios de PCRg. Particularmente, a amostra de
57 anos foi escolhida por ainda apresentar areas de TEC positivas para
citoqueratina (Figura 4.2B). Foi possivel observar a marcagcao nuclear caracteristica
para FOXN1 em cortes de timo das amostras de cinco dias, contudo néo foi
observada expressdo de FOXN1 nas amostras de 57 anos, corroborando com os

resultados de observados nos ensaios de expressao génica (Figura 4.4A e B).

Figura 4.4: Expresso proteica de FOXN1l em amostras de timo humano. As
fotomicrografias mostram a marcacéo intranuclear do fator de transcricdo em amostras de
timo provenientes de doadores de cinco dias (A) e 57 anos (B) por imunofluorescéncia.
Cortes congelados de timo das amostras foram hidratados, bloqueados, incubados com
anticorpos especificos para citoqueratina total (verde) e para FOXN1 (vermelho) para
posterior visualizagcdo em microscépio de fluorescéncia. Fotomicrografia representativa de
dois experimentos. Aumento da objetiva: 40x. Barra: 20 pm.

4.4 Expressao génica de FOXN1, DLL1 e DLL4 em células da linhagem de

TEC humana
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Com o intuito de entender as alteracdes observadas nas amostras de timo no
presente estudo, foi realizada andlise da expressao dos genes FOXN1, DLL1 e
DLL4 em amostras da linhagem celular THPN, que representa uma fonte
homogénea de TEC. Para isso, amostras de RNA de TEC -cultivadas em
monocamadas e em sistemas de cultivo tridimensional (3D) foram utilizadas como
molde para sintese de cDNA, o qual foi usado para rea¢fes de PCRq (Figura 4.5 A).
Foi observado que as células cultivadas em monocamadas expressam 0S genes
DLL1 e DLL4, e que o cultivo em 3D por 4 dias foi capaz de aumentar a expressao
de ambos os genes (Figura 4.5 D e E). De maneira oposta, a expressao do gene
FOXN1 néo foi verificada nas amostras derivadas de ambos os sistemas de cultivo
(Figura 4.5 C).

A auséncia de expressdo de FOXN1 nos cultivos de THPN pode ser
confirmada pela analise da curva de dissociacdo do produto amplificado durante o
ensaio de PCRg. Como pode-se observar na figura 4.6, as amostras de THPN
possuem curvas de dissociacdo inespecificas, com auséncia de um Unico pico, em
temperaturas menores que as observadas na amostra controle positivo de estroma
timico humano. Nesta amostra foi verificado a presengca de um pico uniforme na
temperatura aproximada de 82,5°C, gerado pela dissociacdo do produto de
amplificagdo. Para descartar a possivel interferéncia da quantidade de cDNA
utilizada nos ensaios de PCRq, foram realizados ensaios com 5 pontos de diluicdo
(1 a 1:16), utilizando cDNA proveniente de amostras de THPN cultivadas em
monocamadas e amostra positiva de estroma timico. Foi possivel verificar, na curva
de dissociacdo demonstrada na figura 4.7, que ndo houve amplificacdo especifica do
produto em amostras de THPN quando comparamos com a amplificagdo do produto

das amostras positivas de timo.
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Figura 4.5: Expressdo de FOXN1, DLL1 e DLL4 em TEC cultivadas em monocamadas

convencionais (2D) e em sistema de cultivo 3D. Deposicdo de citoqueratina (verde) em

células da linhagem THPN cultivadas por 4 dias em monocamadas (A) ou em

microcarreadores macroporosos (B) através de imunofluorescéncia.

Inserto em B=

microcarreador em campo claro; Azul=DAPI. Aumento da objetiva: 10x. Culturas de células

THPN em monocamadas ou em arcaboucos 3D foram utilizadas para avaliacdo da
expressao dos genes FOXN1 (C), DLL4 (D) e DLL1 (E) por PCR quantitativo em tempo real.

Amostras de estroma de timo proveniente de doador de 5 dias foi utilizado com controle

positivo. (*)=ndo-detectado. Os gréaficos representam a média * erro-padréo dos valores de

expressdo normalizados de um experimento em triplicata.
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Figura 4.6: Curva de dissociacdo do produto de amplificacdo do gene FOXN1 em
células epiteliais timicas e amostra de estroma timico humano. Culturas de células
THPN em monocamadas (THPN) ou em arcaboucos 3D (THPN 3D) foram utilizadas para
avaliacdo da expressédo dos gene FOXN1 por PCR quantitativo em tempo real. Amostras de
estroma de timo proveniente de doador de 5 dias (Estroma) foi utilizado com controle
positivo. Apés amplificacéo, a curva de dissociacdo do produto foi gerada para cada amostra
através do programa de computador Sequence Detector System 2.2.
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Figura 4.7: Curva de dissociacdo do produto de amplificacdo do gene FOXN1 em
células epiteliais timicas e em amostra de estroma timico humano. Amostras de cDNA
de células da linhagem THPN (THPN) e de estroma timico (Estroma) diluidas em 5 pontos
de 1 a 1:16 foram utilizadas para avaliacdo da expressdo de FOXN1 por PCR quantitativo
em tempo real. Ap6s amplificacdo, a curva de dissociacdo do produto foi gerada para cada

um dos pontos de diluicdo, de cada amostra, através do programa de computador Sequence
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Detector System 2.2. As figuras representam as curvas de dissociacdo de dois
experimentos.independentes.

4.5 Inducao davia de sinalizacdo de WNT em linhagem de TEC humana

Sabendo que a expressdo de FOXN1 pode ser estimulada por glicoproteinas
WNT, foi realizada a inducédo da via de sinalizacdo dessas proteinas através do
tratamento com LiCl, um conhecido indutor da via classica de WNT, na tentativa de
estimular a expressdo de FOXN1 nas células THPN. O tratamento foi conduzido em
culturas convencionais, na concentracao de 20 mM, pelos periodos de 6 e 18 horas.
Posteriormente, as células tratadas ou ndo com LIiCl foram fixadas em metanol ou
coletadas em Trizol, para realizacdo de ensaios de imunofluorescéncia e de RT-
PCR, respectivamente.

Como pode-se observar na figura 4.8, o tratamento com LiCl por 6 horas
induziu acumulo da proteina B-catenina no nucleo celular, mostrando que, neste
regime de tratamento, a via de sinalizacao foi induzida com sucesso. Além disso, as
células tratadas com LIiCl por 6 horas apresentaram alteracdes morfolégicas como
maior espalhamento e aumento de adesfes célula-célula (Figura 4.8 A, A’ e B, B’).
Enquanto que no tratamento por 18 horas foi observada presenca de células
menores, formando aglomerados celulares, em que ndo € possivel distinguir a
translocagao da B-catenina para o nucleo celular (Figura 4.9 A, A’ e B,B’). Através de
RT-PCR, foi possivel verificar que nenhum dos tratamentos foi capaz de induzir a
expressdo do gene FOXN1 (Figura 4.10). Também néo foi detectada expresséo
protéica de FOXN1 em nenhum dos tratamentos estudados (Figura 4.11 A, A’e B,
B’).
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Figura 4.8: Efeitos do tratamento com LiCl na expressao de B-catenina em linhagem
de TEC humana. Células da linhagem THPN cultivadas em monocamadas foram tratadas
com LiCl pelo periodo de 6 horas para posterior analise da expressao de B-catenina (verde)
através de imunofluorescéncia. Células ndo-tratadas (A e A’) e células tratadas com LiCl por
6 horas (B e B’) Aumento da objetiva: 40x. Azul: DAPI.
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4.9: Efeitos do tratamento com LiCl na expressao de B-catenina em linhagem de TEC
humana. Células da linhagem THPN cultivadas em monocamadas foram tratadas com LiCl
pelo periodo de 18 horas para posterior analise da expressao de B-catenina (verde) através
de imunofluorescéncia. Células ndo-tratadas (A e A’) e células tratadas com LiCl por 18
horas (B e B’) Aumento da objetiva: 40x. Azul: DAPI.
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para HPRT -1
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F (-): Controle negativo sem cDNA
para FOXN1

18h

Figura 4.10: Efeitos do tratamento com LiCl na expressdo génica de FOXN1l em
linhagem de TEC humana. Células da linhagem THPN cultivadas em monocamadas foram
tratadas com LiCl pelos periodos de 6 e 18 horas para posterior analise da expressédo de
FOXNL1 através de RT-PCR. Células ndo-tratadas e tratadas com cloreto de sodio (NaCl;
20mM) foram utilizadas como controle. Legenda — F: FOXNL1; F (-): Controle negativo sem
enzima RT para FOXN1; H: HPRT-1; H (-): Controle negativo sem enzima RT para HPRT-1.
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4.11: Efeitos do tratamento com LiCl na expressao protéica de FOXN1 em linhagem de
TEC humana. Células da linhagem THPN cultivadas em monocamadas foram tratadas com
LiCl pelos periodos de 6 e 18 horas para posterior andlise da expressdao de FOXN1
(vermelho) através de imunofluorescéncia. Células nao-tratadas (A e B), células tratadas
com LiCl por 6 horas (A’) e células tratadas com LiCl por 18 horas (B’). Aumento da objetiva:
20x. Azul: DAPI.

4.6 Analise de metilacdo de DNA no gene FOXN1

No intuito de entender, a nivel molecular, a diminuicdo na expressao génica e
protéica de FOXN1 com a idade, foi proposto avaliar a metilacdo de DNA em regides
distintas da sequéncia génica de FOXN1 através de sequenciamento de DNA
convertido com bissulfito de sodio. Para tal analise, primeiramente foi realizado o
levantamento dos residuos de CpG, possivelmente metilados, presentes na
sequéncia do gene a partir dos dados experimentais depositados pelo Consércio
ENCODE obtidos através de analise global de metilagdo de DNA por RRBS
(abreviatura do Inglés reduced representation bisulfite sequencing) em amostras de

leucécitos e de tecido de pele humanos. Foi possivel catalogar 139 residuos de CpG
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gue apresentaram metilacdo na sequéncia génica de FOXN1, distribuidos na regiao
promotora, nos éxons 1, 2, 3, 7, 8, 9 e nos introns 1, 2, 3, 6, 7 e 8 de acordo com o
banco de dados (Tabela 4.1). Dos 139 residuos encontrados, 92 apresentaram mais

gue 10 leituras de sequéncia (Tabela 4.1).

Tabela 4.1: Quantificacdo de residuos CpG na sequéncia do gene FOXNL1.

Regido do gene N° de CpG CpG com score >10
Promotor 8 1
1° Exon 10 10
1° Intron 62 31
2° Exon 13 7
2° Intron 4 1
3° Exon 7 5
3° Intron 5 3
4° Exon - -
4° Intron - -
5° Exon - -
59 Intron - -
6° Exon - -
6° Intron 5 -
7° Exon 10 7
7° Intron 3 -
8° Exon 5 -
8° Intron 3 -
9° Exon 4 -
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Apoés verificacdo dos possiveis residuos de CpG metilados no banco de
dados do ENCODE, quatro regides distintas foram selecionadas para quantificacédo
dos residuos CpG através de sequenciamento de DNA como demonstrado na figura
3.1 do capitulo de Material e métodos. Das sequéncias escolhidas, somente duas
foram consideradas para 0 seguenciamento, pois tiveram seus produtos
amplificados de maneira eficiente pelos seus respectivos iniciadores. A primeira
regido denominada de C20 compreende uma sequéncia de 259 pb localizada no
primeiro intron do gene FOXN1 (Figura 4.12 A e B). Essa regido possui uma regiao
repetitiva simples (CCCG)n de 27 pb contida em uma CGI predita de 100 pb (Figura
4.12 B). Dados experimentais do ENCODE, depositados na base de dados da
UCSC, mostram que a regido C20 se localiza proxima a regides regulatérias do
genoma caracterizadas pela presenca de modificacdes pds-traducionais de histonas
e estd contida no sitio de ligacgdo ao DNA da enzima RNA polimerase Il e da
proteina ligante de DNA "dedo de zinco" CTCF (CCCTC-binding factor) (Figura 4.12
A).

A segunda regido nomeada de DB2 esté localizada no segundo éxon do gene
FOXN1, compreendendo uma sequéncia de 273 pb (Figura 4.13 A e B). Ela contém
a sequéncia sinal para o inicio da transcricdo e traducdo, e possui sequéncias
conservadas dos sitios de ligacdo para fatores de transcricdo PAX5 (abreviatura do
Inglés paired box gene 5), PAX3, ATF1 (abreviatura do Inglés activating transcription
factor 1), CREB1 (abreviatura do Inglés cAMP response element-binding protein 1),
ATF2, (antigo CREBP1; abreviatura do Inglés cAMP responsive element binding
protein 2), c-jun (Figura 4.13 A e B).

Dados experimentais do ENCODE mostram que, em amostras de pele
humana, a regido C20 apresenta uma hipometilacdo em 12 dos seus 13 residuos
CpG, enquanto que amostras de leucécitos humanos apresentam uma
hipermetilacdo nos CpG mencionados (Figura 4.14 A e B). Ja na regidao DB2, dados
experimentais do ENCODE mostram uma leve hipometilagdo em um dos residuos
CpG da regido DB2 em amostras de pele humana quando comparado com
percentual de metilacdo observado nos residuos de amostras de leucécitos
humanos (Figura 4.14 C e D).
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Figura 4.12: Sequéncia do gene FOXN1 na regido C20. Em A esta representada a
localizacdo da regido C20 no gene FOXN1 em conjunto com dados experimentais sobre
regulacdo gendmica do ENCODE obtidos da base de dados da UCSC. As modificacbes
poés-traducionais de histonas e os sitios de ligagdo de fatores de transcricdo foram
verificados pelos laboratérios do consércio ENCODE por imunoprecipitacdo de cromatina
seguido sequenciamento de DNA. A metilacdo Unica na lisina 4 da histona 3 (H3K4mel) e
acetilacdo na lisina 27 da histona 3 (H3K27Ac) estéo relacionadas a regides reguladoras
como enhancers enquanto que a histona 3 trimetilada na posi¢éo da lisina 4 esta geralmente

associada promotores. A figura B mostra as sequéncias genémicas, original (linha de cima)
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e pos-conversao com bissulfito de sddio (linha de baixo), da regido C20. Em vermelho estéo
mostrados os residuos CpG a serem investigados através do sequenciamento. As setas (> e
<) indicam a regido de anelamento dos oligonucleotideos utilizados para 0 sequenciamento
enquanto que a regido sublinhada corresponde a CGl. Em amarelo esta destacado a regido
repetitiva simples. A regido de CGI foi obtida no programa MethPrimer no momento do
desenho dos primers como descrito no capitulo de Material e métodos. A regido repetitiva
simples foi obtida da base de dados RepeatMasker (http://www.repeatmasker.org/). A
representacao grafica e da sequéncia do gene FOXN1 foram adaptadas do banco de dados
de genoma humano (hgl9) da UCSC (UCSC Genome Browser), utilizando a secédo de

regulacéo génica do ENCODE (http://genome.ucsc.edu/).
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Figura 4.13: Sequéncia do gene FOXN1 na regido DB2. Em A estd representada a
localizacdo da regido DB2 no gene FOXN1 e dados experimentais sobre regulacédo
genbmica do ENCODE obtidos da base de dados do UCSC. As modificacbes pos-
traducionais de histonas e os sitios de ligacdo de fatores de transcricdo foram verificados
pelos laboratérios do consércio ENCODE por imunoprecipitagdo de cromatina seguido
sequenciamento de DNA. A metilagcdo Unica na lisina 4 da histona 3 (H3K4mel) e acetilacdo
na lisina 27 da histona 3 (H3K27Ac) estdo relacionadas a regibes reguladoras como
enhancers enquanto que a histona 3 trimetilada na posicdo da lisina 4 esta geralmente
associada promotores. A figura B mostra as sequéncias genémica, original (linha de cima) e
poés-conversdo com bissulfito de sddio (linha de baixo), da regido DB2. Em vermelho estéo

mostrados os residuos CpG a serem investigados através do sequenciamento. As setas (> e
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<) indicam a regido de anelamento dos oligonucleotideos utilizados para o sequenciamento.
Em azul esta destacada a sequéncia conservada do sitio de ligacdo ao DNA dos fatores de
transcricdo PAX3, CREB1, C-jun, CREBP1 e ATF1 e em verde estd mostrado do sitio de
ligagdo ao DNA do fator de transcricdo PAX5. Realgcado em cinza esta a sequéncia que
codifica 0 cédon de inicio da tradugéo. A representacdo grafica e da sequéncia do gene
FOXNL1 foram adaptadas do banco de dados de genoma humano (hg19) da UCSC (UCSC
Genome Browser), utiizando a secdo de regulacdo génica do ENCODE

(http://genome.ucsc.edu/).
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Figura 4.14: Percentual de metilacdo em amostras de pele e leucécitos humanos. Os
gréficos representam o percentual de metilagdo em CpG nas regides C20 (painel superior) e
DB2 (painel inferior) em amostras de pele (A e C) e leucdcitos humanos (B e D). Os valores
percentuais foram obtidos de dados experimentais de metilagdo de DNA através de RRBS
do consorcio ENCODE, depositados na base de dados da UCSC.

Para o sequenciamento de DNA, foram utilizadas amostras de DNA de timo

do doador de cinco dias, 59 anos e amostras de DNA da linhagem THPN como
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referéncia, uma vez que essas células ndo apresentaram expressdo do gene
FOXNL1 (Figura 4.5). Amostras de DNA convertido com bissulfito foram amplificadas
e seus produtos foram clonados para posterior andlise como descrito anteriormente
em Material e métodos. Para cada regido foram selecionados até 10 clones, de cada
amostra, que foram utilizados para reacfes de sequenciamento. As sequéncias
obtidas de cada clone foram analisadas quanto a presenca de sequéncias nao
desejadas e selecionadas quanto a eficiéncia do sequenciamento de acordo com 0s
picos presentes nos cromatogramas através do programa de computador BioEdit. As
sequéncias selecionadas foram alinhadas com a sequéncia gendmica de referéncia
utiizando o algoritmo ClustalW 1.8 conforme mostrado na figura 4.15, e
posteriormente quantificados com programa de computador BiQ analyzer, como
descrito anteriormente. Sequéncias com percentual de conversdo menor que 90%,
percentual de identidade de sequéncia menor que 80% e sequéncias de clones

idénticas foram excluidas das analises posteriores.

DB2_Gen_Ed --GGTGATGGTGTCGTTATTTTCGTCGTAGTTTGACGTTACGTTGTCGGGTTTTATTAGA
[2]DB2_A@3 --GGTGATGGTGTCGTTATTTTCGTCGTAGTTTGACGTTACGTTGTCGGGTTTTATTAGA
[3]DB2_A@5 -GGGTGATGGTGTCGTTATTTTCGTCGTAGTTTGACGTTACGTTGTCGGGTTTTATTAGA
[4]DB2_A11 ---GTGATGGTGTCGTTATTTTCGTCGTAGTTTGATGTTACGTTGTCGGGTTTTATTAGA
[5]DB2_B@3 -GGGTGATGGTGTCGTTATTTTTGTCGTAGTTTGACGTTACGTTGTCGGGTTTTATTAGA
[6]DB2_B@5 -GGGTGATGGTGTCGTTATTTTCGTCGTAGTTTGACGTTATGTTGTCGGGTTTTATTAGA
[7]DB2_B@7 TGGGTGATGGTGTCGTTATTTTCGTCGTAGTTTGACGTTACGTTGTCGGGTTTTATTAGA
DB2_Gen_Ed TTGGAGGGCGAGCGTTAAGGGGATTTTATGTAGGTATCGGGTTTTTTAGGTTTTTTTGTT
[2]DB2_A@3 TTGGAGGGCGAGCGTTAAGGGGATTTTATGTAGGTATCGGGTTTTTTAGGTTTTTTTGTT
[3]DB2_A@5 TTGGAGGGCGAGCGTTAAGGGGATTTTATGTAGGTATTGGGTTTTTTAGGTTTTTTTGTT
[4]DB2_A11 TTGGAGGGCGAGCGTTAAGGGGATTTTATGCAGGTATTGGGTTTTTTAGGTTTTTTTGTT
[5]DB2_B@3 TTGGAGGGC GAGCGTTAAGGGGATTTTATGTAGGTATTGGGTTTTTTAGGTTTTTTTGTT
[6]DB2_B@S TTGGAGGGCGAGCGTTAAGGGGATTTTATGTAGGTATCGGGTTTTTTAGGTTTTTTTGTT
[7]DB2_B@7 TTGGAGGGTGGGCGTTAAGGGGATTTTATGTAGGTATTGGGTTTTTTAGGTTTTTTTGTT
DB2_Gen_Ed TTATAGAGTGTAAGTATTCGGTATT === === === === mmmmmm e
[2]DB2_A@3 TTATAGAGTGTAAGTATTTGGTATTTGGGTTTGGGTTTAGGTTAAA
[3]DB2_A@5 TTATAGAGTGTAAGTATTCGGTATTTGGGTTTGGGTTTAGGTTAAA
[4]DB2_Al11 TTATAGAGTGTAAGTATTCGGTATTTGGGTTTGGGTTTAGGT TAAA
[5]DB2_B@3 TTATAGAGTGTAAGTATTCGGTATTTGGGTTTGGGTTTAGGTTAAA
[6]DB2_B@5 TTATAGAGTGTAAGTATTCGGTATTTGGGTTTGGGTTTAGGT TAA-
[7]DB2_B@7 TTATAGAGTGTAAGTATTCGGTATTTGGGTTTGGGTTTAGGTTAAA

Figura 4.15: Alinhamento das sequéncias obtidas apés sequenciamento de regides do
gene FOXN1. Na figura estd mostrado um multiplo alinhamento representativo das

sequencias dos clones obtidos de amostras de DNA convertido com bissulfito de sédio
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através do algoritmo ClustalW 1.83. Em laranja estdo representados os residuos CpG
metilados, em lilas estdo mostrados os residuos CpG ndo metilados, caracterizados pela

conversao das citosinas em timinas, e em verde claro estdo as citosinas nao convertidas.

Para regido C20, foram analisados cinco clones da amostra THPN e seis
clones das amostras de timo de cinco dias e 59 anos. Quanto a média percentual de
metilacdo em cada uma das posicbes de CpG, foi observado que clones
provenientes de amostras de THPN apresentaram 100% de metilagdo nas posi¢oes
4 e 8, enquanto que os clones das amostras de timo de cinco dias apresentaram o
mesmo percentual em cinco posi¢cées CpG: 1, 3, 5, 11 e 13 (Figuras 4.16 A, C e E).
Ja os CpG estudados nas sequéncias da amostra de timo de 59 anos apresentaram
percentual de metilacdo entre 50% e 60% (Figura 4.16 B e E). Quando foi analisado
o percentual total de metilacdo presente em cada clone, foi possivel observar uma
média percentual de metilacdo de 82% na amostra de timo de cinco dias, 60% na
amostra 59 anos e 61% na amostra THPN, indicando uma possivel hipometilacdo na
regido estudada para as amostras de timo de 59 anos e na amostra THPN, contudo
essa diferenca néo foi significante (Figura 4.16 D). De modo interessante, dois tipos
de clones com padrdes de metilagdo distintos sdo encontrados na amostra de timo
de 59 anos, um apresenta-se completamente desmetilado, enquanto que o outro

possui todos os seus CpG com metilagdo completa (Figura 4.16 B).
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Figura 4.16: Quantificacdo dos residuos de CpG metilados na regido C20 do gene
FOXNL1. Os gréficos representam o percentual de metilacdo observado para cada residuo
CpG, nos clones derivados de amostras de DNA convertido com bissulfito, de timo doador
de cinco dias (A), de 59 anos (B) e da linhagem celular THPN (C). Em D, os graficos
representam a média + erro-padrao do percentual de metilacdo, por sequéncia, de cada um
dos clones das amostras de DNA convertido com bissulfito de sddio. Os valores percentuais
foram obtidos apés mudltiplo alinhamento de sequéncia utilizando o algoritmo ClustalwW
seguido da quantificacdo de citosinas convertidas ou ndo em timinas através do programa
de computador BiQ analyzer. A diferenca entre os grupos foi analisada pelo teste estatistico
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nao-paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido pelo pds teste de multipla comparacéo de Dunn
(p= 0,1816). Os diagramas apresentados nos painéis inferiores das figuras A, B, C e na
figura E foram confeccionados utilizando o programa da internet QUMA e representam 0s
residuos CpG metilados (circulos pretos) e ndo-metilados (circulos brancos) ao longo da

seguencia estudada.

A metilacdo na regido DB2 foi avaliada em cinco clones de amostras de DNA
convertido provenientes de timo de cinco dias, oito clones da amostra de timo de 59
anos e seis clones da amostra THPN. Na figura 4.17 podemos observar que, de
forma geral, a média percentual de metilacdo nas posicbes de CpG em todas as
amostras foram semelhantes, com excecdo dos CpG nas posicdes 6, 9 e 10. No
CpG 6 a média percentual de metilacdo foi de 63% nos clones da amostra 59 anos
enguanto que a mesma posicdo nas amostras de timo de cinco e em THPN o
percentual foi de 100% (Figuras 4.17 A-E). J& o CpG 9 apresentou percentuais mais
divergentes, em que os clones das amostras de cinco dias, 59 anos e em THPN
tiveram 60%, 75% e 33% de metilacdo, respectivamente. De modo semelhante, o
CpG 10 apresentou percentuais de metilacéo diferentes em cada uma das amostras,
sendo de 100% na amostra de cinco dias, 57% na amostra 59 anos e 83% nas
sequéncias dos clones da amostra THPN (Figuras 4.17 A-E). Quando foi analisado o
percentual total de metilacdo presente em cada clone, por amostra, foi possivel
observar uma média percentual de metilacdo de 92% na amostra de timo de cinco
dias e 85% nas amostras 59 anos e THPN, mostrando uma leve diminuicdo na
metilacdo nessas duas Ultimas amostras, mas a diferengca néo foi estatisticamente

significativa (Figura 4.17 D).
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Figura 4.17: Quantificacdo dos residuos de CpG metilados na regido DB2 do gene

FOXNL1. Os graficos representam o percentual de metilagdo observado para cada residuo

CpG, nos clones derivados de amostras de DNA convertido com bissulfito de sdodio, de timo

doador de cinco dias (A), de timo de 59 anos (B) e da linhagem celular THPN (C). Em D, os

gréficos representam a média + erro-padrdo do percentual de metilagdo, por sequéncia, de

cada um dos clones das amostras de DNA convertido com bissulfito de sédio. Os valores

percentuais foram obtidos apds mudltiplo alinhamento de sequéncia utilizando o algoritmo

ClustalW seguido da quantificacdo de citosinas convertidas ou ndo em timinas através do

programa de computador BiQ analyzer. A diferenca entre os grupos foi analisada pelo teste



estatistico ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis seguido pelo pés teste de mdltipla
comparacdo de Dunn (p= 0,3531). Os diagramas apresentados nos painéis inferiores das
figuras A, B, C e na figura E foram confeccionados utilizando o programa da internet QUMA
e representam os residuos CpG metilados (circulos pretos) e ndo-metilados (circulos

brancos) ao longo da sequéncia estudada.
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5 DISCUSSAO

A imunosenescéncia é um processo fisiologico caracterizado pelo declinio da
funcdo imunoldgica ao longo dos anos do qual a involugéo timica pode ter uma
importante participacdo. A involucdo do timo se inicia ainda nos primeiros anos de
vida em humanos, acompanhada pela perda de tecido linféide, acimulo de células
adiposas e reducdo na emigracao de linfocitos T virgens (Steinmann et al., 1985;
Douek et al., 1998; Kilpatrick et al., 2008; Yang et al., 2009; Den Braber et al., 2012).
Esse declinio na funcdo timica afeta especialmente a populacdo de pacientes
idosos, que sao alvos frequentes de infeccbes hospitalares para 0s quais 0s
tratamentos ja ndo sao efetivos, trazendo consequéncias médico-econdmicas para
os sistemas de saude (OMS, 2014). Pouco se sabe sobre as causas da involucao
timica, contudo uma vasta gama de estudos aponta que alteracdes na atividade e na
funcdo das células epiteliais timicas podem estar envolvidas no processo (Gui et al.,
2007; Chen et al., 2009; Sun et al., 2010; Sun et al., 2012).

No intuito de entender os mecanismos envolvidos na involugéo do timo ao
longo do envelhecimento, foi proposto, neste estudo, investigar a regulacéo de
genes importantes para a funcdo do timo durante a senescéncia. Para isso, foram
utilizadas amostras de timo humano, de diferentes idades, provenientes de doadores
distintos que submetidos a cirurgia cardiaca. Elas foram divididas em grupos, de
acordo com a idade, em pds-natal, jovem-adulto e adulto-idoso. Nessas amostras,
foi avaliada a expressao de genes importantes para o desenvolvimento e funcéo
linfopoiética do timo. Além disso, também utilizamos células da linhagem THPN, em
gue foram investigados mecanismos de indu¢cao da expresséo génica de FOXN1. Ao
nivel molecular, também foi estudado o mecanismo de regulacdo da expresséo
génica de FOXNL1, ao longo da idade, através de metilacdo de DNA.

A desorganizacdo do microambiente do timo é uma das principais
caracteristicas da involucao timica. Neste trabalho, primeiramente, foram avaliados
os aspectos morfolégicos das amostras em estudo através de coloracdo histologica
de rotina. Os timos do grupo pés-natal apresentaram uma arquitetura microscopica
caracteristica do 6rgado, ainda sem sinais de involucéo, ao contrario das amostras de
timo do grupo jovem-adulto em que ja foi possivel observar presenca de células
adiposas, principalmente proxima as regides das trabéculas de tecido conjuntivo.

Nos timos do grupo adulto-idoso, observou-se a perda da arquitetura timica, com
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poucos aglomerados de TEC contento linfécitos, e a presenca de uma grande
guantidade de tecido adiposo. Essas caracteristicas estao de acordo com a literatura
em que foi demonstrado, em humanos, diminuicdo no espaco epitelial,
acompanhado pelo aumento do espaco perivascular e do tecido adiposo, em timos
de individuos idosos (Steinmann et al., 1985; Flores et al., 1999). Além disso, ja foi
demonstrado, em camundongos velhos, uma diminuicAo na expressdo de
marcadores de cTEC e mTEC, acompanhada do aparecimento de &reas livres de
TEC e do aumento no numero de fibroblastos (Aw et al., 2008).

Além da morfologia, também foi avaliada a deposicao de citoqueratina total
nos tecidos timicos dos diferentes grupos. A citoqueratina é um filamento
intermediario componente do citoesqueleto que estd presente no citoplasma celular
e € utilizado como marcador de células epiteliais timicas em abordagens
experimentais e para diagnostico (Laster et al.,, 1986; Barak et al., 2004). Foi
observado, na amostra de timo pds-natal (cinco dias de idade), uma deposi¢céo
normal de citoqueratina, distribuida pelo 6rgdo como uma fina rede de filamentos
intracelulares. Ja no timo adulto-idoso (57 anos), foi observada uma distribuigdo
irregular da deposicéo da proteina, com regides semelhantes a areas livres de TEC.
Na amostra de timo de 78 anos nao foi possivel observar deposicdo para
citoqueratina em nenhuma parte do orgao. Esse padrdo de marcacado pode ser
resultante da substituicdo de TEC por células do tecido adiposo, células
mesenquimais ou linfocitos T da periferia como descrito acima.

As TEC fornecem sinais celulares e moleculares que conduzem a
diferenciacdo intratimica de linfécitos T. Um desses sinais é a interacdo entre
ligantes e receptores da familia NOTCH. Ja foi demonstrado, em diferentes
trabalhos, que os ligantes DLL1, DLL4, Jagged-1 (JAG-1) e JAG-2 sao expressos
por TEC, e em menor quantidade por timécitos, além de seus respectivos receptores
serem também expressos em timacitos (Felli et al., 1999; Fiorini et al., 2008; Van De
Walle et al., 2011). O DLL4 presente nas TEC esta envolvido com comprometimento
dos precursores hematopoiéticos para o desenvolvimento dos linfécitos T, além de
ser importante para manutencdo da arquitetura tridimensional do timo (Mohtashami
e Zuniga-Pflucker, 2006; Hozumi et al., 2008; Koch et al., 2008). Apesar da gama de
estudos sobre NOTCH e seus ligantes, pouco se sabe sobre sua participacdo na
involucao timica ao longo do tempo. Foi verificada, neste estudo, a expressao génica
de DLL1 e DLL4 nas amostras de timo pds-natal, jovem-adulto e adulto idoso. Foi
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possivel observar que os genes DLL1 e DLL4 estdo expressos no timo humano em
diferentes idades, mas ha aumento significativo na expressdo de ambos os genes
em amostras de timo adulto-idoso quando comparado as amostras de timo poés-
natal. Esses dados corroboram com estudo constante na literatura que mostrou a
expressdo de DLL1, DLL4, JAG-1 e JAG-2 em TEC provenientes de amostras de
timo humano (Van De Walle et al.,, 2011). Por outro lado, diferente do resultado
obtido para as amostras de timo humano, estudos em modelos experimentais de
camundongos mostraram uma diminuicdo na expressédo de DLL4 em TEC cortical
proveniente de timo de animais entre 12 e 24 meses de idade (Bredenkamp et al.,
2014b).

Diferentes técnicas para purificacdo de TEC s&o encontradas na literatura,
algumas envolvem maceracdo do tecido para liberacdo dos timdcitos, seguido de
processos enzimaticos para separacdo de TEC da matriz extracelular do 6rgéo,
enguanto outras empregam técnicas de explante em que pequenos pedacos de
tecido timico sdo cultivados in vitro até a liberagdo das células (Fernandez et al.,
1994; Gray et al., 2002; Seach et al., 2012). Para a analise da expressao génica,
neste estudo, foram realizadas diferentes tentativas para separacao do componente
epitelial de amostras de timo adulto-idoso, mas estas ndo foram bem-sucedidas,
assim os ensaios de PCRq foram realizados a partir de RNA obtidos de fragmentos
timicos como um todo. Devido a isso, € possivel que a alta expressdo de DLL1 e
DLL4 esteja relacionada com a presenca de células adiposas que sdo encontradas
em grande quantidade em amostras de timo adulto-idoso em relacéo areas de TEC,
como discutido anteriormente neste capitulo. De fato, ja foi observada expressao de
DLL4 em tecido adiposo humano e de animais submetidos a dieta rica em gorduras
(Fukuda et al., 2012). Tecnologias que aprimorem a purificacdo de TEC de amostras
de timo humano de doadores idosos serdo necessarias para elucidar o papel dos
ligantes de NOTCH durante a senescéncia do timo. Mas, considerando a expressao
desses genes no microambiente timico como um todo, pode-se destacar que a
presenca desses ligantes no timo, mesmo em outro tipo celular, parece n&o ser
suficiente para manter a producdo normal de linfécitos T. Curiosamente, foi
observado que células de estroma de medula 6ssea da linhagem OP9-DL1, as quais
possuem alta expresséo do ligante DLL1, quando tratadas com fatores adipogénicos
sofrem uma reducé@o na sua habilidade de induzir a diferenciagdo de linfécitos T in
vitro (Yang et al., 2009). Além disso, ja foi visto que NOTCH e seus ligantes podem
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atuar em vias de sinalizacdo que induzem a senescéncia, o que poderia contribuir
para o fenotipo do timo em envelhecimento observado no estudo (Beverly et al.,
2006; Venkatesh et al., 2011).

Além dos ligantes da familia NOTCH discutidos acima, também foi avaliada
expressao do gene para glicoproteina WNT-4. Essa glicoproteina pertence a uma
familia de moléculas soluveis produzidas no timo, tanto por TEC quanto por
timécitos, que desempenham importantes fun¢cdes no desenvolvimento do 6rgéo e
na diferenciacdo dos linfécitos T, estando também relacionadas com a involucdo
timica (Pongracz et al., 2003; Louis et al.,, 2008; Kvell et al., 2010; Osada et al.,
2010). Foi constatado que o gene WNT-4 esté ativo em timo humano de diferentes
idades, com um leve aumento na sua expressdo em amostras de timo jovem-adulto,
mas que ndo apresentou diferenca estatisticamente significante em comparacgéo
com as outras amostras no estudo. Diferente do que foi encontrado para as
amostras de timo humano, estudos mostraram uma menor expressao de Wnt4
aliado a um aumento na expressao dos genes especificos de diferenciacdo de
adipécitos Pparg (abreviatura do Inglés peroxisome proliferator-activated receptor
gamma) e Plin2 [abreviatura do Inglés perilipin 2; antigo Adrp (abreviatura do Inglés
adipose differentiation related protein)] em TEC de camundongos de 12 meses de
idade (Kvell et al., 2010). A utilizacdo de timo total para as analises de expressao
génica pode acrescentar vieses na interpretacdo desse dado em relagdo a
expressao génica em TEC, assim, considerando o 6rgdo como todo, € plausivel
supor que a WNT4 produzida no microambiente timico, durante senescéncia, ative
receptores inibitorios que interferem na sinalizacdo da glicoproteina em TEC.
Varecza e colaboradores (2011) demonstraram que ocorre um aumento na
expressao dos receptores Frizzled do tipo 4, 6 e 8 no timo de camundongos velhos,
0S quais atuam em vias inibidoras da sinalizacdo WNT. Em linha com esse
raciocinio, foi verificado em timos humanos provenientes de doadores com idade
entre 50 e 70 anos, através de microarranjo de DNA, um aumento na expressao de
genes que atuam na via inibitéria de Wnt como PPARG, CEBPA (abreviatura do
Inglés CCAAT-enhancer-binding protein alfa), SFRP1 (abreviatura do Inglés
secreted frizzled-related protein 1) e TIMP1 (abreviatura do Inglés TIMP
metallopeptidase inhibitor 1) (Ferrando-Martinez et al., 2015).

No timo, a glicoproteina WNT4 atua nas TEC estimulando a expressdo do

fator de transcricio FOXN1 (Balciunaite et al., 2002). A diminuicdo na expressao
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desse fator vem sendo estudada como uma das marcas da senescéncia timica em
camundongos, contudo ainda nédo se tem informacdes de estudos sobre a sua
expressdo em timo humano ao longo do envelhecimento. Gotter e colaboradores
(2004) (Gotter et al., 2004) demonstraram a expressdo de FOXN1 em TEC de timos
humanos provenientes de doadores recém-nascidos de até um ano e seis meses de
idade. Em acordo com esse achado, foi verificado que FOXN1 esta expresso nas
amostras de timos humanos estudadas, contudo uma diminui¢ao significativa na sua
expressao foi observada em amostras de timo adulto-idoso. Esse resultado estd em
concordancia com dados da literatura que relataram uma diminuicdo na expressao
de Foxnl no timo durante o envelhecimento (Ortman et al., 2002; Kvell et al., 2010).
Nesses estudos também foi mostrado que o conteddo de TEC se manteve inalterado
ao longo do tempo. Mas, como ja descrito anteriormente, nas amostras de timo
adulto-idoso acontece uma diminuicdo na area de TEC, assim, para amenizar 0S
efeitos da diminuicdo no compartimento epitelial nessas amostras, foi verificada
expressdo protéica de FOXN1, em fragmentos congelados de timo, por
imunofluorescéncia. Os dados obtidos estdo de acordo com a expressao génica, em
que foi visto uma diminuicdo na expressdo de FOXN1l nas areas de TEC de
amostras de timo adulto-idoso em comparacdo com as amostras de timo pés-natal.
Os resultados acima descritos levam a acreditar que as TEC presentes no
timo adulto-idoso podem ser resistentes a inducédo da expressdo de FOXNL1, ja que
foi observada, nessas amostras, expressao do gene para glicoproteina WNT4, que
faz parte da via de sinalizacédo para expressao de FOXN1 (Balciunaite et al., 2002).
De fato, j4 foi demonstrado que a reducdo na expressdao de Wnt4 em timo de
animais velhos de 12 meses de idade € acompanhada pela reducdo na expressao
de Foxnl (Kvell et al., 2010). Supondo que esta via de sinalizacdo também esteja
conservada em humanos, a sua ativacdo induziria a expressdo de FOXN1. Para
testar essa hipotese, células da linhagem de TEC humana pos-natal (THPN) foram
cultivadas em arcaboucos tridimensionais de celulose (3D) ou tratadas com LiCl, o
gual mimetiza a via de sinalizacao classica de WNT. Ambas condi¢cfes de cultivo ja
foram descritas para inducdo da expressdo de FOXN1l em camundongos
(Balciunaite et al., 2002; Mohtashami e Zudiga-Pflicker, 2006). Foi visto que, tanto
as células THPN cultivadas em monocamadas quanto as células cultivadas em 3D,
apresentaram expressao dos genes para os ligantes da familia NOTCH, DLL1 e
DLL4, contudo ndo foi observada expressdo de FOXN1l nessas células. O
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tratamento com LiCl, no periodo de 6 horas, foi capaz de estimular a via de WNT, o
qual foi verificado pelo acumulo de [B-catenina no nlcleos das células tratadas.
Contudo, esse regime de tratamento n&do foi capaz de induzir a expressao de
FOXNL.

De posse desses resultados, € possivel supor que as células THPN, similar
as TEC presente no timo senescente, sdo resistentes a estimulos especificos para
indugdo de FOXN1. De maneira interessante, ja foi observado em timos de animais
transgénicos para Foxnl e nas linhagens celulares OP9 (estroma de medula 6ssea)
e TE89 (TEC humana), as quais sao transfectadas com gene para FOXN1 murino e
humano, respectivamente, que o transgene estimula a sua expressdo endogena,
sugerindo que FOXN1 pode regular positivamente sua propria expressao (Zook et
al., 2011). Neste contexto, pode-se considerar que a inducdo da expressao de
FOXN1 via WNT4, ou pela acdo do proprio fator, acontece por uma alca de
regulacdo que requer um gene FOXNL1 responsivo. Assim, ainda que existam as
lacunas no entendimento dos processos de regulacdo génica em timos humanos e
considerando os resultados obtidos nas andlises de expressdo génica e proteica
descritas acima, e em conjunto com estudos constantes na literatura, a hipotese do
presente estudo é que a resisténcia a inducdo da expressdo de FOXN1, tanto em
TEC de amostras de timo idoso quando em células da linhagem THPN, pode ser
resultado do silenciamento da transcricdo génica mediado por mecanismos de
regulacé@o epigenéticos.

Para o nosso conhecimento, ndo ha estudos que demonstrem o controle
epigenético do gene FOXNL1, assim, no intuito de elucidar essa questao, foi realizada
a andlise de metilacdo do DNA de diferentes regibes do gene FOXNL1, por
sequenciamento de DNA, apGs conversado com bissulfito de sédio. Primeiramente foi
feito um levantamento dos residuos de CpG presentes na sequéncia génica de
FOXN1 a partir de dados experimentais dos laboratérios do Consoércio ENCODE,
disponibilizados no banco de dados da UCSC (ENCODE, 2012). Com base nesse
levantamento, regides contendo residuos CpG no intron 1 (C20) e no éxon 2 (DB2)
foram selecionadas para verificacdo de metilacdo nas amostras de DNA convertido
de células da linhagem THPN e nas amostras de timo pos-natal (5 dias) e adulto-
idoso (59 anos). Foi observado um baixo percentual de metilagdo na regidao C20, em
diferentes residuos CpG, em clones de timo adulto-idoso e em clones provenientes
da linhagem THPN, contudo a diferenca néo foi significativa quando comparada ao
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percentual de metilacdo nos clones das amostras de timo pds-natal. Na regido DB2
também foi observada uma leve diminuicdo no percentual de metilagdo nos clones
das amostras de timo adulto-idoso e de THPN, mas que nao foi estatisticamente
significante quando comparada a metilacdo dos clones de timo pds-natal.
Curiosamente, a regidao C20 avaliada neste estudo, contém uma regiao repetitiva de
DNA com 27 pb, que abriga quatro dos residuos CpG analisados: 3, 4, 5, 6, dos
guais apenas o0 CpG 4 dos clones da amostra THPN apresentou 100% de percentual
de metilagdo. Com relacdo a esse dado, ja foi demonstrado uma hipometilagdo em
regibes repetitivas do genoma como elementos Alu e LINE durante o
envelhecimento em humanos (Bollati et al., 2009). Como esses elementos
representam quase 40% do genoma humano, alguns estudos consideram que
alteragbes na metilacdo em suas regides representam o padrao de metilacdo global
do genoma (Bollati et al., 2009; Park et al., 2014).

A composicao heterogénea das amostras de timo, principalmente a amostra
de 5 dias, a qual contém grande quantidade de linfocitos, dificulta uma andalise mais
precisa da metilacgdo em TEC. Contudo, quando comparamos o0s padrdoes de
metilacdo constantes na base de dados do ENCODE, para amostras de pele
humana, em que ha expressdao de FOXN1 (Frank et al., 1999; Mandinova et al.,
2009), pode-se observar um baixo percentual de metilacdo nos residuos CpG da
regido C20 e no CpG 6 da regidao DB2. Enquanto que leucdcitos humanos, 0s quais
nao expressam constitutivamente o fator (Su et al., 2004), possuem alto percentual
de metilacdo em ambas as regides. Com base nestes dados e considerando que as
amostras de células da linhagem de TEC humana e de timo adulto-idoso, que
possuem pouco ou nenhum linfocito, apresentam residuos CpG com maior
percentual de metilacdo quanto comparado com amostra de pele humana, é
possivel sugerir um aumento na metilacdo nas regides estudadas. Além disso, a
presenca de clones na amostra de timo adulto-idoso com CpG completamente
desmetilados indicam uma possivel hipometilagdo no gene FOXN1 presente em
outros tipos celulares que ndo TEC. Em relagédo a isso, foi observada no timo de
ratos velhos, uma reducdo na expressdo de enzimas DNMTs, enzimas
modificadoras de histonas e enzimas de remodelamento da cromatina acompanhado
por uma hipometilacdo global do genoma (Sidler et al., 2013). Essa hipGtese
corrobora o entendimento geral de que, durante a imunosenescéncia, existe uma
hipometilagdo global do genoma acompanhada por um aumento da metilagdo em
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regides reguladoras de genes tecido-especificos (Maegawa et al., 2010; Koch e
Wagner, 2011; Johnson et al., 2012).

Apesar desses resultados, trabalhos que analisem a expresséo dos genes e
sua regulacdo nos diferentes tipos de TEC, em timos jovens e velhos, séo
necessarios para um melhor entendimento do papel dessas moléculas como causa
e/ ou consequéncia da involucdo timica durante o envelhecimento em humanos.
Esses estudos poderdo fornecer subsidios para o desenvolvimento de novas

estratégias para regeneracao terapéutica da funcao timica.
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6 CONCLUSAO

Neste estudo, foi demonstrado que os genes DLL1, DLL4, FOXN1 e WNT4
estdo presentes no microambiente timico ao longo do envelhecimento em humanos
e que DLL1, DLL4 e FOXNL1 estao diferencialmente expressos em amostras de timo
adulto-idoso em comparagcdo com amostras de timo poés-natal. Além disso, foi
observado que ha diminuicdo na expressao génica de FOXN1 e uma possivel
diminuicdo da proteina FOXN1 em cortes congelados de timo provenientes de
doadores do grupo adulto-idoso.

Ao investigar as causas das alteracbes génicas observadas nas amostras
timicas em estudo, utilizando células da linhagem de TEC humana pés-natal como
modelo, foi possivel concluir que o gene FOXNL1 esta silenciado, mesmo quando em
presenca de condi¢cdes que ativam a sua via de sinalizacdo. Foi proposto, entéo, que
tal silenciamento € resultado do controle da transcricdo génica por mecanismo
epigenético de metilacdo de DNA. A analise do padrdo de metilacdo de DNA em
CpG presentes no gene FOXN1l indica que a diminuicdo da sua expressao,
observada nas amostras de timo adulto-idoso e em THPN, pode ser consequéncia
de um aumento na metilacdo em regides reguladoras do gene FOXN1 em TEC.
Além disso, foi proposto que ha uma hipometilacdo no gene em outras células do

microambiente timico.
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7 PERSPECTIVAS

Para maior compreensdo dos resultados aqui apresentados e buscando
aprofundar o conhecimento sobre diminuigdo de FOXN1 no timo durante o

envelhecimento, pretende-se:

1. Avaliar a expressdo de FOXN1 em timos humanos provenientes de
doadores de diferentes idades através de hibridizacdo in situ;

2. Estabelecer um protocolo de isolamento de TEC provenientes de timo
de doadores idosos para investigar o padrdao de metilacdo através de
sequenciamento de DNA;

3. Estabelecer uma linhagem de TEC humana com altos niveis de FOXN1

para avaliacéo génica e funcional;
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ANEXO 1: Comité de ética

Egészségiigyi Tudomanyos Tandcs

Tudoményos és Kutatasetikai Bizottsig (ETT TUKEB)
Egészségiigyi Tudomdnyos Tandcs Titkdrsdg

Budapest 1051 Arany Jdnos u. 6-8.

" Ugyiratszam: 11739- /2014/EKU (107/2014.)
Ugyintéz6 neve: Dr. Kardon Tamis
ETT TUKEB Titkarsig vezetéje
Elérhet6sége: tukeb@emmi.gov.hu
Telefon: (06-1) 795-1197
Melléklet: 1db
Targy:  BioDiagnostica  Kft.
(Budapest, 1124 Csoérsz u. 41.)
beavatkozassal nem jar6 vizsgalat
engedélyezésének  kérelmezése
targyéban hozott hatdrozat
HATAROZAT

Dr. Csanky Eszter részére ,,A tiidérak diagnézisara és a korai tiildorak sziirésére alkalmazhaté
diagnosztikum kiprobalisa™ ciml vizsgélat engedélyezése targyaban benyujtott kérelmét,
mint szakhatosag (2014. februar 25-i iilésen) az aldbbiak szerint biraltam el.

A benyljtott beavatkozassal nem jaré vizsgalatra a kutatasi tervhez kiildstt kiegészitések
attanulmanyozasa alapjan

a szakmai-etikai engedélyt megadom

a csatolt, 23/2002.(V.9.)EiiM ,,Az emberen végzett orvostudomanyi kutatisokrol” sz6lé
rendelet 2. szami mellékletében felsorolt vizsgalohelyekre.

A vizsgalat feltételei teljestiltek.

Dontésem ellen a kozlést kovetd 15 munkanapon beliil van helye fellebbezésnek a
kozigazgatisi hatdsagi eljéras €s szolgaltatas altalanos szabalyairdl szol6 2004. évi CXL.
torvény 99. §-dnak (1) bekezdése alapjan, az emberen végzett orvostudomanyi kutatasok, az
emberi felhasznilasra keriil6 vizsgalati készitmények klinikai vizsgélata, valamint az emberen
torténd alkalmazasra szolgal6, klinikai vizsgélatra szant orvostechnikai eszkozok klinikai
vizsgélata engedélyezési eljardsanak szabalyairdl sz616 235/2009. (X. 20.) Korm. rendelet (a
tovabbiakban: Korm. rendelet) 17. §-4nak (3) bekezdése szerint.

A fellebbezési eljaras dija az emberen végzett orvostudomanyi kutatasokrdl sz6lé6 23/2002.
(V. 9.) EiM rendelet (a tovabbiakban: EiM rendelet) 20/R. §-4nak (3) bekezdése szerinti
igazgatasi szolgdltatasi dij. A fellebbezést a hat6sagomhoz kell benyjtani.
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INDOKOLAS

A BioDiagnostica Kft. beavatkozassal nem jaré vizsgalat szakmai-etikai engedélyezésének
kérelmezése irant a Korm. rendelet 18. §-anak (1) bekezdése alapjan kérelmet nyujtott be
hatosagomhoz. A kérelmezd mellékletként csatolta az EiiM rendelet 20/ E. §-anak (2)
bekezdése szerinti nyilatkozatot.

A kérelmet megvizsgaltam és megéllapitottam, hogy a Korm. rendelet 18. §-a (2) bekezdése
a) - ¢) pontjaiban foglaltaknak az alabbiak szerint felel meg:

18. § (2) bekezdése a) - ¢) pontjai: megfelelnek.

Ezért a rendelkez6 részben foglaltak szerint dontottem.

A fellebbezés lehetdségét a kozigazgatdsi hatdsagi eljards és szolgaltatds altalanos
szabalyair6l sz616 2004. évi CXL. térvény 98. §-anak (1) bekezdése, valamint 99. §-anak (1)

bekezdése szerint biztositottam.

A fellebbezési igazgatasi szolgaltatasi dij mértékét az EiiM rendelet 20/R. §-énak (3)
bekezdése szerint allapitottam meg.

Hatosagom hatéaskorét és illetékességét az egészségligyr6l szolo 1997. évi CLIV. toérvény
164/A. §-a és a Korm. rendelet 18. §-a allapitja meg.

........ Aol )

Dr. Schaff Zsuzs
akadémikus, egyetemi tandr,
az ETT TUKEB elnoke

Budapest, 2014. marcius 18.

Errd] értesiil:
L Dr. Csanky Eszter

2. Dr. Tiba Sandor féigazgatd
3. Irattar
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A Klinikai vizsgalat tervezett helyei

A klinikai protokollban megjelolt 1200 mkinta begyiijtését a kovetkezd 4
centrumban tervezziik megvaldsitani:

1. Miskolci Semmelweis Ignéc Egészségiigy Kozpont Tiidégyogyaszati
Osztaly
3529 Miskolc Csabai kapu 9-11.
Vizsgalatvezetd: Dr. Cséanky Eszter

2. Debreceni Egyetem Orvos és Egészségtudomanyi Centrum,
Tudogyogyaszati Klinika
4012, Debrecen, Nagyerdei krt. 98.

Vizsgélatvezetd: Dr. Szilasi Maria

3. Semmelweis Egyetem AOK, Pulmonolégiai Klinika
1125 Budapest, XII. Di6s arok u. 1/C.

Vizsgalatvezetd: Dr. Szondy Kléara

4. SZTE AOK, Tiidégyo6gyészati Tanszék
6772 Deszk, Alkotmany u. 36.

Vizsgalatvezet: Prof. Dr. Somfay AttilaWk
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Abstract

Thymic involution is thought to be an important factor of age related immunodeficiency.
Understanding the molecular mechanisms of human thymic senescence may lead to the
discovery of novel therapeutic approaches aimed at the re-establishment of central and
peripheral T cell repertoire. As an initial approach here we report that decline of human
thymic FOXNL1 transcription correlates with age, while other genes, DLL1, DLL4 and WNT4,
essential for thymopoiesis are constitutively transcribed. Using a human thymic epithelial cell
line, we show that FOXN1 expression is refractory to signals that induce FOXN1 transcription
in primary 3D culture conditions and by stimulation of the canonical WNT signaling pathway.
We propose here that development/senescence related CpG methylation of transcriptional
regulatory region(s) of the FOXN1 gene may be responsible for the suppression of FOXN1

transcription both in cultured human thymic epithelial cells and in the aging thymus.
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Introduction

In human, the thymus-derived naive T cell repertoire, capable to exert effective protection to
foreign antigens, is established during early embryonic life and it reaches maximal size in
childhood (1, 2), subsequently, as antigen specific T cells are generated, the naive T cell pool
is gradually depleted. Thus, the limited naive T-cell repertoire in elderly individuals is a major
contributor to age-related immunodeficiency, a frequent cause of death (3, 4). The immune
compromised status results in the lack of effective immune response against pathogenic
microrganisms and malignant cells. Because age related immunodeficiency is often life
limiting as the cause of frequent nosocomial infections of the elderly and because current
treatment is insufficient, moreover it represents a significant medico-economic burden (5),
there is a strong interest to develop effective and economically sound therapies. One possible
strategy is the restoration of the naive T cell repertoire via therapeutic regeneration of thymic
activity.

Bone marrow derived stem cells migrate to the thymus where they proliferate and
differentiate to TCR expressing T cells while their progeny centripetally migrate in, and
eventually exit the organ. Accordingly, the recent emigrant naive T cells permanently
contribute to the peripheral T cell to maintain TCR repertoire diversity, and, at least in part,
age related immunodeficiency is the result of the decline of naive emigrant T cell production
(6). Intrathymic T cell development is orchestrated by the microenvironment, a meshwork
composed of stromal cells, such as dendritic cells, fibroblasts, macrophages and thymic
epithelial cells (TEC), as well as by the extracellular matrix (ECM) molecules, which provide
a unique three-dimensional environment (7). The thymic stromal cells are distributed within
the thymic epithelial space, which is divided into two main compartments, cortex and medulla
(8, 9). In the cortical and medullary microenvironments TEC interact with developing

thymocytes via cell surface receptors, the production of ECM molecules, cytokines,
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chemokines and growth factors (10). Thymic epithelial cells express (i) notch ligands which
direct and restrict the bone marrow precursors to the T cell differentiation program (11) and
(ii) self-antigen filled major histocompatibilty complex molecules (MHC) which serve as
substrates for TCR repertoire selection (12).

In humans, as the thymus ages, thymic epithelial mesh is gradually replaced by
adipose tissue. The process is thought to start at the first year of life and continues during
aging (8, 13), being accompanied by a decreasing export of naive T cells (14). The underlying
molecular mechanisms responsible for the impairment of thymopoiesis in the aging thymus
remains unclear. One possibility is that intrinsic mechanisms related to TEC physiology are
impaired in old individuals, since bone marrow precursors from old animals are able to
colonize the thymus (15). In fact, some studies showed that TEC proliferation is lower in old
animals and it was also demonstrated that aging mice have higher percentage of apoptotic and
senescent TECs (15, 16).

Studies in rodent models pointed out that the transcriptional factor forkhead box
protein N1 (FOXNL1) is both necessary and seemingly sufficient to induce differentiation of
functional TEC (17, 18). FOXN1 is a key factor; it appears on day 11 during mouse
embryonic development, and it turns on the thymic organogenesis program (2, 19). In a model
with inducible Cre mediated deletion of an SV40 driven transgenic hypomorphic Foxnl
allele, it has been demonstrated, that FOXN1 in TEC induces the expression of MHC II,
CD40, PAX1, cathepsin-L, the chemokine CCL25 and the NOTCH ligand Delta-like 4
(DLL4), thus highlighting its orchestrating role in T cell maturation (20). The lack of FOXN1
in mice and rats results in the absence or the incomplete development of TEC and the thymic
epithelial mesh, combined with severe immunodeficiency known as the nude phenotype (21).
Nude mice carry a single base pair deletion at exon 3 of the Foxnl gene, which results in
aberrant protein production, lacking the DNA-binding and the transcription activation

domains, necessary for FOXN1 protein function (22, 23). Similar phenotype was found in
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human carrying a rare non-sense mutation at the residue 255 of the FOXN1 protein, resulting
from a single base substitution in exon 5 of the FOXN1 gene (24). Recently, Bredenkamp and
co-workers showed that mouse embryonic fibroblasts transfected with inducible Foxnl
transdifferentiate to functional TECs upon induction (18). These Foxnl induced TECs support
T cell development in vitro and in vivo. These data clearly demonstrate the central role of
FOXNL1 in thymic epithelial function and organogenesis. Murine models showed a decrease
on Foxnl expression in aged thymus (25, 26). Others found that the decline of Foxnl
expression results in a decrease of thymus cellularity and function, compared to normal aged
murine thymus (27, 28). In contrast, thymus from aged mice, with high transgenic Foxnl
levels, presented morphology and T cell maturation similar to the thymus of young mice (29).
In addition, it was demonstrated that induction on Foxnl expression in a murine aging model
was able to restore thymic architecture and T cell export, similar to pre-involuted thymus
(30). Despite the overwhelming genetic evidence (31) and the recent molecular data, little is
known on the human FOXNL1 function and its regulation.

As an initial approach, from consented, young and aging donors, thymic biopsy
specimens and a human postnatal TEC line (hTEC) (32) were studied here. We tested the
expression of genes that have been reported to be essential for T cell development,
particularly the inducibility of the FOXN1 gene expression. Subsequently, we tested the
methylation status of predicted transcriptional regulatory regions of the human FOXNL1 gene

in young and old thymic samples, and in the cultured hTEC.

Materials and Methods:

Cell culture
The human TEC line was obtained from an infant thymus by primary explant culture

and limiting dilution cloning (32). It has been kindly provided by Dr. Maria Luiza Toribio
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(Universidad Autonoma de Madrid, Madrid, Spain). These cells were shown to express
cytokeratins and several surface proteins, such as CD71, CD40, MHC | (HLA-ABC), MHC I
(HLA-DR)'™“, ICAM-1, LFA-3, CD44, integrin-type ECM receptors including VLA-4, VLA-
5 and VLA-6 (32, 33). Cells were cultured in 10% fetal calf serum (Cultilab, Sdo Paulo,
Brazil) supplemented RPMI 1640 medium (Mediatech, Virginia, USA) at 37°C in a 5% CO:
atmosphere. Alternatively, these cells were cultured in three-dimensional cell culture system
using macroporous cellulose microcarriers (Cytopore™, Asaki Kasei Medical Co., GE
Healthcare, Japan) as described previously (34) with some modifications. Briefly, 100 pL of
phosphate-buffered saline (PBS)-hydrated macroporous cellulose microcarriers were
colonized with cells in a volume of the 2x10° cells under nitrocellulose membrane from
Transwell™ inserts (Costar, Corning Incorporated, USA) and cultured for 4 days with
complete medium at 37°C in a 5% CO> atmosphere. Under these conditions, the cells were

allowed to grow in 3D environment.

Sample collection and histology

Thymus samples were obtained from consented paediatric and adult patients
undergoing cardiac surgery at the Gyorgy Gottsegen National Institute for Cardiology,
(Semmelweis University, Budapest, Hungary) and from the Department of Cardiac Surgery of
the Clinical Center, University of Debrecen (Debrecen, Hungary) under a protocol approved
by the Hungarian Ethics Committee for Science and Research (11739-/2014/EKU 107/2014.)
and the local institutional review boards. Fresh thymus fragments were cleaned, washed in
PBS and fixed in neutral buffered formalin for routine histological examination. Additional

3x3x3 mm fragments were snap frozen and kept at -80°C until use.

Lithium chloride treatment
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hTEC line were cultured under standard conditions with complete medium for two
days, and then treated with 20mM of lithium chloride (LiCl) for 6 and 18 hours as previously
described to induce the WNT signaling pathway (35, 36). Non-treated cells and NaCl-treated
cells were used as negative controls. After treatment, cells were used for RNA isolation or

fixed with 100% methanol for imunofluorescence staining.

Immunofluorescence

Immunofluorescence assays were used to evaluate FOXN1, cytokeratin and B-catenin
protein expression in thymus samples and hTEC line cultured under various conditions.
Briefly, thymic frozen sections fixed in acetone, and hTEC cultures fixed with 100%
methanol, were re-hydrated in PBS and incubated for 30 minutes with PBS containing 1%
bovine serum albumin to block unspecific binding. Next, the specimens were incubated with
primary antibodies specific for human FOXNL1 (donkey 1gG, 1:50; Santa Cruz Biotechnology,
Heidelberg, Germany), pan-cytokeratin (rabbit 1gG, 1:100; DAKO, Aligent Technologies,
Glostrup, Denmark) or human B-catenin (mouse monoclonal antibody, 1gG1, 1:30; Santa Cruz
Biotechnology, Heidelberg, Germany) for 1 hour and 30 minutes at room temperature in a
humidified chamber. After washings with PBS, the slides were incubated with corresponding
fluorochrome-labeled secondary antibody for 45 min at room temperature, in a dark
humidified chamber. Secondary reagents were: goat anti-rabbit (1:400; Molecular Probes,
Life Technologies), goat anti-mouse (1:400; Molecular Probes, Life Technologies) and
donkey anti-goat (1:400; Invitrogen). Next, after washing in PBS, the specimens were
mounted for examination in the fluorescence microscope, a Zeiss Axio Imager A2 (Carl Zeiss,
Oberkochen, Germany) equipped with Axio Vision Release 4.8.2 software (Zeiss). Negative
controls in which primary antibodies were replaced by unrelated immunoglobulins or in

which the secondary antibody was used alone did not generate significant immunolabeling.
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RNA isolation, cDNA synthesis and PCR assays

Total RNA from thymus samples and hTEC line were purified by phenol-chloroform
and used as templates for first strand cDNA synthesis followed by gene expression analysis
via RT-PCR and quantitative PCR assays as follows. Small fragments of frozen thymi were
homogenised with tissue homogenizer (T10 Basic, IKA®) in 1 ml of Trizol (TriReagent®,
Molecular Research Center, Ohio, USA) whereas hTEC cultured in conventional monolayers
or in 3D scaffolds were released from the substrate with trypsin/EDTA treatment for 10
minutes, centrifuged, washed in PBS and homogenized with 1mL of Trizol (TriReagent®,
Molecular Research Center, Ohio, USA). After homogenization, RNA was purified according
manufacturer’s instructions. Total RNA concentration and purity were determined by the ratio
of absorbance readings at 260 vs. 280 nm on NanoDrop ND 2000 spectrometer (Thermo
Scientific, Delaware, USA). Up to 2 ug of total RNA were used to synthesize cDNA using
high capacity cDNA reverse transcription kit (Applied Biosystems, California, USA)
following manufacturer’s protocol. Quantitative PCR and RT-PCR reactions were performed
using oligonucleotides previously described in the literature or specifically designed based on
the target gene sequences reported in NCBI GenBank using the Primer3 software from the
NCBI/BLAST platform (37). Specific sequences are shown in Table I. For RT-PCR reactions,
eight microliters of diluted cDNA (1:5) were mixed with nuclease-free water, 1.5mM MgCl.,
1X Taq polimerase buffer, 0.025mM dNTPs, 0.05 U/ul Taqg polimerase and 0.5uM of each
primer in a 50 pL total volume (all from Applied Biosystems, California, USA except the
nuclease-free water and primers). The cycling conditions were as follows: initial denaturation
at 94°C for 2 min, followed by 30 cycles with denaturation 94°C for 30 s, annealing at 60 °C
for 30s, and elongation at 72 °C for 30 s using the A&B thermocycler 2720 (Applied
Biosystems, California, USA). Ten pL from each PCR reaction were run on 2% agarose gels
at 90 V. The PCR products were visualized under UV light using ethidium bromide staining.

The quantitative PCR reactions were performed using five microliters from 5-fold diluted
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cDNA sample mixed with Maxima SYBR Green/ROX gPCR Master Mix (Thermo Scientific,
California USA) containing specific oligonucleotides (0.3 uM; Table 1) in microwells of
optical 384-well plates according to manufacturer’s protocol. All samples were run in
triplicates. The reactions were run in the ABI PRISM® 7900HT sequence analyser instrument
(Applied Biosystems, California, USA) with Sequence Detector System 2.2 Software
following three-step cycling protocol with 95°C for 10 min for initial denaturation; 95°C for
15s to denaturation; 60° C of 30s to elongation and 30s of 72°C to extension. After
amplification, the Ct values were used to obtain normalized expression values as previously

described (38).

DNA lIsolation and bisulfite treatment

Genomic DNA samples were isolated from frozen thymus and hTEC line using the
Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega, Wisconsin, USA) according to the
manufacturer’s instructions. After isolation, DNA concentration and purity were determined
by the ratio of absorbance readings at 260 and 280 nm on NanoDrop ND 2000 spectrometer
(Thermo Scientific, Delaware, USA). Two micrograms of DNA were used to perform
bisulfite treatment using Epitect Bisulfite Kit (Qiagen, Hilden, Germany) following the
supplier’s instructions. After reaction, the converted DNA was purified using silica columns
(EpiTect spin columns, Qiagen, Hilden, Germany), eluted in RNAse and DNAse free water

and keep in -20 freezer until use.

DNA Methylation analysis

Candidate regulatory sequences for CpG methylation were selected from the FOXN1
gene using features of the University of California Santa Cruz (UCSC) genome browser
[UCSC ID: uc010crm.3; (39)]. For selection, in addition to known features relevant to

probable CpG methylation, we used experimental data reported in UCSC genome browser,
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namely the DNA methylation, by reduced representation bisulfite sequencing performed by
the Encyclopedia of DNA Elements (ENCODE) consortium (40). Selected regions were
exploited as targets to design bisulfite-treated DNA specific oligonucleotides using the
MethylPrimer Express v 1.0 software (Applied Biosystems) and the web-based software
MethPrimer (41). Both programs have algorithms for primer design specific for bisulfite-
treated DNA, according the criteria described by Li and Dahiya (2002) (41).

For bisulfite sequencing, isolated DNA from thymus samples and hTEC line were
converted with sodium bisulfite using Epitect Bisulfite kit (Qiagen, Hilden, Germany) as
described above. The selected candidate sequences (Fig. 4 and Suppl. Fig. 2) were amplified
with specific primers for FOXN1/DB2 region (F: TTGTTGGTATTGTTTGAGAGGA; R:
CCTCCATACAAATAAACCAACC) and FOXN1/C20 region (F:
GTTTAGGGTGAGTTAGGTAGGGATAG,; R:
AAAAACAAATTTCTAACTCTAAAAATAAAT). The PCR products were cloned in
pGEM-T plasmid (0GEM®-T Easy Vector System I; Promega, Wisconsin, USA) and the
inserts were sequenced using BigDye® Terminator Cycle Sequencing Kit (Applied
Biosystems, California, USA) using forward or reverse PCR primers. The reactions were
performed in ABI3730xI DNA analyzer (Applied Biosystems, California, USA) at the
Fiocruz DNA sequencing platform (Rio de Janeiro, Brazil). Traces were analysed with
BioEdit: Sequence Alignment Editor v. 7.2.5 (Ibis Biosciences, Califorina, USA), aligned
with ClustalW v1.83 (42) and submitted to CpG quantification using BiQ analyzer v2.00 (43).
Percent methylation, with respect to each individual CpG, and the global average percentage
methylation per each candidate sequences were displayed. For methylation call we used
>90% conversion threshold. Lollipop diagrams were made per samples using Quantification

Tool for Methylation Analysis (QUMA) web software (44).

Statistical analyses
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To test the probability of significant differences among the different study groups, the
data obtained were analyzed GraphPad Prism software version 5.00 (GraphPad Prism
Software, Inc.) using the non-parametric Kruskal-Wallis test, followed by Dunn’s post-test.
The values were represented by the mean * standard error of the mean (SEM) and considered

significant when p < 0.05.

Results

1. Expression of DLL1, DLL4, FOXN1 and WNT-4 genes in human thymic samples

Thymic samples were divided into three different groups according the donor’s age:
the “Postnatal” group comprises samples from 5 days-old to 1 year-old (a total of four
samples); the “Child/adolescent” group contains samples whose donors are 7, 10, 14 and 17
years-old (a total of four samples); the “Adult” group included samples from donors, 49, 57,
59, 66, 75 and 78 years-old (seven samples total). As represented in Figures 1A and 1B,
respectively, the genes DLL1 and DLL4 presented low relative levels in the younger groups,
showing a significant elevation in the “Adult” group, while FOXN1 expression was
significantly decreasing from “Postnatal” through “Child/adolescent” to the “Adult” group
(Fig. 1C). WNT-4 expression seemed constitutive, not showing remarkable differences over

time (Fig. 1D).

2. Histology, thymic epithelial organization and FOXNL1 protein expression

The “Postnatal” thymic samples, from 5 days-old to 1 year-old, showed typical
morphology, with the surrounding connective capsule, trabeculae, cortical and medullary
regions. With the exception of occasional individual fat cells in the interlobular areas, we did
not detect thymic adipose tissue in these samples (Fig. 2 Al). Cytokeratin labelling pattern

revealed the typical thin mesh distributed throughout the thymic cortex, and with more dense
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medullary TEC (Fig. 2 B1). In the “Child/adolescent” group we detected considerable amount
of organized adipose tissue embedded in interlobular areas. It is important to note that the
cortex to medulla ratio is lower, thus the thymic lobes seem to possess relatively larger
medullary areas and overall, smaller lobes (not shown). Anti-cytokeratin staining revealed a
less organized, and thinner cortical epithelial structure and dominating medullary epithelium
(not shown). In the “Adult” group intrathymic adipose tissue dominates, and no well-defined
cortical and medullary regions could be distinguished (Fig. 2 A2). The cytokeratin
organization is severely altered, and this becomes more profound with increasing age (Fig. 2
B2).

Since with gPCR we found significantly lower FOXN1 gene expression in the “Adult”
group compared to the younger groups of thymic samples, we tested and compared the
expression of FOXNI protein in samples from the “Postnatal” and “Adult” groups by
immunofluorescence. We observed typical nuclear FOXNI1 staining in the “Postnatal” group.
FOXNL1 positive cells were distributed in the cortex, although the majority of epithelial cells
were negative, suggesting heterogeneity of thymic epithelium, with respect to FOXN1
expression (Fig. 2 C1). Surprisingly, no FOXN1 protein expression was detectable in samples
from the “Adult” group, even though the thymic epithelium was clearly detectable (Fig. 2

C2).

3. hTEC cell line, a model of aging thymic epithelium

Recent reports indicate that thymocyte development is induced and supported by
Foxnl transduced mouse fibroblast cells that trans-differentiate to functional thymic
epithelium (18). Thymus derived epithelial cell lines and primary monolayers of TEC cultures
do not induce full scale T cell development (45, 46), and this may be related to a decrease of

FOXNL1 expression (36, 47). A human TEC line, which express membrane proteins specific
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for human TEC, is able to adhere to T cell precursors, immature and mature naive T cells
(32). We chose these TEC line for further investigations. In preliminary experiments, we
found no FOXN1 mRNA expression in these cells. Nevertheless, other tested thymic
epithelium genes that are necessary for T cell development were present (not shown). Due to
the lacking FOXN1 expression, the striking gene expression pattern similarity with the aging
human thymus, the hTEC line served as a model of the aging thymic epithelium here. Using
this model we tested conditions that have been reported to induce FOXN1 expression (36,
47). First, we prepared three-dimensional (3D) cultures of hTEC and found that both
conventional monolayer and 3D hTEC cultures expressed and maintained epithelial
characteristics as ascertained by cytokeratin expression (Fig. 3A and 3B, respectively).
However, neither conventional nor 3D cultures expressed detectable FOXN1 transcripts,
despite the fact that the 3D culture system based on microspherical substrate did function,
since DLL4 and DLL1 transcripts were detectable and showed remarkable induction by the
3D culture conditions (Fig. 3C).

In thymus-derived primary epithelial cultures, LiCl, a glycogen synthase kinase-3
inhibitor, beta-catenin stabilizer and canonical WNT4 signalling pathway inducer (48) did
induce Foxnl transcription, which was accompanied by beta-catenin translocation to the
nucleus (36). Here, we tested whether LiCl induced FOXNL1 transcription in TEC line. Upon
exposure of hTEC cultures to LiCl treatment for 0 hrs, 6 hrs and for 18 hrs, characteristic
morphological changes were observed, namely intensive cell spreading at 6 hrs and
overgrowth, apoptotic aggregation of cell clusters at 18 hrs, with accompanied beta-catenin
re-organization (Figs. 3E, 3G, 3l), which included detectable beta-catenin nuclear
translocation at in the 6rh culture (Supplementary Fig. 1). As LiCl induced the expected
biological response in hTEC, we tested FOXN1 expression using immunostaining and RT-

PCR. The FOXN1 gene remained silent, with no detectable FOXN1 protein in the cell
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cultures (Fig. 3D, 3F, 3H), and no detectable transcripts produced in the control or in LiCl

treated cultures (Fig. 3J).

4. FOXN1 genomic context of candidate CpG methylation substrate, C20

As the hTEC line was refractive to FOXNL transcriptional induction, we thought to
investigate DNA methylation, a possible epigenetic silencing mechanism, in both hTEC line
and human thymic stromal tissue. Based on reported DNA methylation data from ENCODE,
we first identified several CpG methylation sites, potentially involved in transcriptional
regulation of the FOXN1 gene. In the ENCODE data set, there are 139 candidate residues for
CpG methylation within the FOXN1 gene. The candidate CpG residues are distributed in the
promoter region, in exons 1, 2, 3, 7, 8, 9 and in introns 1, 2, 3, 6, 7 e 8. We chose two
candidate regions to test differential methylation: (i) because of overlap with FOXN1
regulatory regions, (ii) the high GC% context, (iii) the presence of a predicted CpG island and
(iv) the abundant transcription factor binding consensus sequences (Fig. 4 and Supplementary
Fig. 2). One selected region, a 259 bp-sequence located at the first FOXNL1 intron, was termed
C20 (Fig 4. A), C20 is close to the predicted FOXN1 promoter and it satisfies criteria for
being “CpG methylation target” for gene expression regulation, such as high GC content and
being within a CpG island. Specifically, the C20 sequence contains a simple repeat
(CCCG)n=3 of 27 bp inside a CpG island of 100 bp-s. Experimental data from ENCODE
demonstrated that C20 is located within regulatory regions defined by histone modifications
and it is a part of the DNA-binding site cluster for RNA polymerase and the zinc-finger
protein CTCF (CCCTC-binding factor, Fig. 4A). There are 13 potential CpG methylation
sites in this genomic sequence (Fig. 4C). Remarkably, as deduced from the ENCODE
database (40), 8 of the 13 CpG cytosine residues show differential methylation pattern with
respect to FOXN1 expressing human skin (24, 49) and FOXN1 non-expressing human

leukocytes (50) (Fig. 4E).
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5. FOXN1/C20 region CpG methylation status

We tested CpG methylation status of the 13 cytosine nucleotides of the C20 sequence
by bisulfite conversion, followed by PCR fragment cloning and sequencing of 5-6 clones for
each DNA samples from thymic stroma of a 5-day old thymic donor, a 59-yrs old thymic
donor, and from hTEC line (Fig. 5). We observed an overall decrease in average of
methylated CpG residues over time (Fig. 5D-E), with hTEC resembling the “old” thymic
sample. Important to note that similar age dependent decrease of average CpG demethylation
was observed in another region, we named DB2 (Fig. 3; supplementary material).
Interpretation of methylation status of the FOXN1 gene with respect to thymic epithelial cells
is not possible due to cellular heterogeneity of the sample (because of the abundant thymocyte
content the sample represents thymocytes, rather than stromal cells). However, we noted that
the “old” thymic sample contained essentially two types of sequences, with low/medium level
of methylation (4 sequences) or completely methylated (3 sequences) (Fig. 5B).

The “young” thymic sample did contain a large number of thymic lymphocytes as
removal of all thymocytes from this tissue is not possible, while the “old” thymic stroma, as T
cell development is largely arrested, contains only few lymphoid cells, thus this tissue sample
essentially was composed of fibrotic and epithelial tissue. Residues 4 and 10 are almost
completely methylated in the hTEC and in non-expressing leukocyte sample from the UCSC
database (Fig. 5C and Fig. 4E, respectively) and this pattern is consistent with that of the

lymphocyte dominated thymic stromal DNA sample of the 5 days-old donor.

Discussion

Immunosenescence is a physiological process characterized by the decline of both

adaptive and innate immune functions (51). The decreased ability to respond to antigens, at
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least in human, is thought to be the result of decreasing naive T cell export that ultimately
limits peripheral T cell repertoire in adults (52). However, maintenance of oligoclonal naive T
cell numbers on periphery is thought to involve homeostatic proliferation (14, 53, 54). Naive
T-cells derive from the thymus; however, histological signs of thymic involution are evident
already at the first year of life and, during aging, thymic interstitium and ultimately
intrathymic TEC areas are infiltrated by adipose tissue and peripheral lymphoid cells resulting
in decreased thymopoiesis, eventually limiting the peripheral naive T cell pool (8, 16).

Little is known about the molecular mechanisms underlying thymic involution.
Current reviews in the literature disagree whether thymic involution is organ autonomous: is
it due exclusively to decreasing function of TECs, or in addition, does it involve changes in
bone marrow derived stem cell activity and migration (15, 55)?

To address molecular mechanisms involved in human thymic involution during aging,
first we tested gene expression levels of candidate genes in thymic biopsy specimen from day
5 to 78 years old (n=15) consented cardiac surgery patients and in a human TEC line (hTEC).
We choose DLL1, DLL4, FOXN1 and WNT4 genes for the analysis as these genes have been
reported to be necessary for inducing intrathymic T cell development in mouse models (17,
47, 56, 57). Particularly, FOXN1 was selected because of reports indicating reduced
expression in the mouse aged thymus (25) and because recently, Bredenkamp and co-workers
(2014) (18) showed that mouse embryonic fibroblasts transfected with inducible mouse
Foxnl support T cell development in vitro and in vivo. Moreover, critical pathways for thymic
development involve NOTCH ligands and receptors. In mouse models it was demonstrated
that DLL1, DLL4, Jagged-1 (JAG-1) e JAG-2 ligands are expressed on TEC with their
receptors expressed on thymocytes (58-60). It is well established that DLL4 produced by TEC
is responsible for T cell lineage commitment, being necessary for the maintenance of the three
dimensional architecture of the thymic microenvironment (47, 56, 61). Despite the broad

range of studies on NOTCH and its ligands, little is known about their participation in thymic
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involution, especially in the human thymus. In addition to the NOTCH family of ligands, we
also evaluated WNT4 gene expression. WNT4 glycoprotein is secreted and it is produced both
by TEC and thymocytes (62). Moreover, in the mouse model, WNT4 was shown to play
important role in organ development, T lymphocyte differentiation, and it was also associated
with thymic involution (26, 57, 63, 64). The WNT4 glycoprotein also operates on TEC
through induction of Foxnl expression in the mouse model (36). The decrease in the
expression of FOXN1 has been studied as a hallmark of thymic senescence, although nothing
is known on its expression in the human thymus during aging.

Quantitative PCR mediated gene expression experiments indicate that DLL1 and DLL4
are continuously expressed in the human thymus, with a significant increase in the “Adult”
group of thymus donors. In contrast, studies in experimental mouse models showing a
decrease in expression of DII4 in cortical TEC from old animals (30). However, it is possible
that the observed high expression of DLL1 and DLL4 is related to the presence of adipocytes.
In fact, DLL4 expression has been reported in adipose tissue from human and animals
subjected to high-fat diet (65). Nevertheless, due to their increasing expression, DLL1 and
DLL4 are not likely to limit human thymopoesis. Similarly to the NOTCH ligands, WNT4
gene is transcriptionally active in the human thymus in all tested groups, with a slight increase
in expression in the “Child-adolescent” thymus samples. Although gene expression studies
from whole organ are not suitable to address cell type specific expression, we suggest that the
soluble factor, WNT4 may be present in the aging thymus, thus WNT4 is not likely either to
limit thymopoetic activity.

For the first time, we report here a striking three-fold decrease of FOXN1 expression
over time in the human thymus, comparing the “Postnatal” group with that of the “Adult”
group. In fact, the decrease of TEC associated expression levels may be markedly higher, as
due to the relatively lower lymphocyte content of the aging thymus, the relative abundance of

TEC is increasing. We thus suggest that FOXN1 expression may limit thymopoiesis and its
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reduced expression may be responsible for thymic senescence. This notion is strongly
supported by the fact that, although TECs are present in the samples of typical
morphologically-defined aging thymus, FOXN1 protein were not detected in epithelial cells.
This is also in keeping with recent reports indicating that inducible Foxnl expression in
mouse embryonic fibroblasts mediates trans-differentiation to functional TEC (18),
suggesting that, at least in mice, FOXNL1 is necessary and seemingly sufficient to induce
thymopoiesis. Key role of FOXN1 gene in human thymopoiesis is likely as the phenotype of
the FOXN1 null mutant humans (24, 66) is very similar to that of the nude phenotype of
homozygous Foxnl mutant mice and rats (21, 23). Moreover, thymic histology of Foxnl
homozygous mutants strongly resembles that of thymic samples from aging individuals (27,
28).

To model age-related changes, we tested a human thymus derived epithelial cell line,
for expression of FOXN1, DLL1 and DLL4 genes. Although the hTEC does bind to early
thymocyte subsets, it does not induce or support full scale T cell development (32). We show
here that hTEC line does not express FOXN1. Based on our findings, although WNT4, an
inducer of FOXN1 expression, is present in the aging human TEC, together with NOTCH
ligands, human TEC seem to be resistant to FOXNL1 induction. In fact, it was previously
suggested that reduced Wnt4 expression in the mouse thymus may be responsible for reduced
Foxnl expression (26). If this was the case WNT pathway induction would restore FOXN1
expression in hTEC line. As we found no detectable FOXN1 expression in cultured hTEC
(although DLL1 and DLL4 gene expression was definitely detected) we tested whether these
cells would respond to stimuli reported to induce FOXN1 expression. To this end, we used 3D
culture conditions shown to induce for FOXN1 expression in TEC cultures (33) and LiCl
treatment, which was also reported to induce downstream canonic pathway of WNT
signaling, including Foxnl expression induction in murine TEC (36, 47). The hTEC line,

perhaps similarly to human intrathymic aged TEC, did not respond to the tested specific
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stimulatory signals for increasing FOXN1 expression. We therefore suggest that although
WNT4 may regulate FOXNL1 expression, it is via a regulatory mechanism, which requires
FOXNL1 gene to be responsive for inductive signaling by WNT4. Thus, hTEC line and likely
aging TEC are seemingly resistant to FOXN1-inducing stimuli. Among others, such resistance
could be the result of transcriptional silencing, mediated by epigenetic mechanisms.

One of the most important epigenetic mechanisms that is often involved in
transcriptional regulation during development is CpG methylation (67). As a first approach
we tested candidate regions of the FOXNL1 gene by bisulfite conversion followed by DNA
sequencing from young and old thymic samples, as well as hTEC line. The C20 candidate
region, which is in a classical CpG island, provided inconsistent results with respect to the
young thymic sample we tested. This is most likely due to the heterogeneous cellular
composition, dominated by lymphocytes in the sample, in which the under-representation of
TEC limits the analysis. On the other hand, FOXN1 expressing skin cells (24, 40, 49) show
minimal methylation in 8 of the 13 candidate CpGs of the C20 region, while FOXN1 non-
expressing leukocyte (40, 50) is highly methylated. The old thymic sample, which harbored
minimal if any lymphocytes contained two types of dominating sequences, one
hypomethylated and another completely methylated. While hTEC line DNA showed
significantly elevated methylation compared to skin DNA from the database. In another
region (DB2) and in C20 as well, the overall CpG methylation seemed to decrease with age,
thus consistent with the age-dependent demethylation of CpG-s that has been reported (68-
70), whereas the hypomethylated sequences in the old thymus may be the result of age-related
demethylation of FOXNL1 in nonepithelial cells. Consequently, the fully methylated sequences
may represent TEC-derived FOXN1 gene. Such hypothesis is consistent with generally
accepted paradigms of CpG related transcriptional de-regulation and silencing (67, 71).
Although, the depth of the experiments and the heterogeneous tissue are severely limiting our

conclusions, we suggest that developmentally regulated CpG methylation of FOXN1 may be a
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critical molecular mechanism behind thymic senescence and age related immunodeficiency.
While our hypothesis needs further experimentation in more accessible models, with respect
to the suggested role of FOXN1 CpG methylation in thymic aging, the thymopoiesis limiting
expression of FOXNL in the human thymic tissue is well supported by our data.

Further understanding of molecular mechanisms behind thymic senescence may open

avenues for therapeutic modulation via small molecule drugs.

Acknowledgements: The authors acknowledge the assistance with immunofluorescence
experiments, the stimulating discussions and the review of the manuscript to Istvan Ando

(Department of Genetics, Biological Research Center, Szeged Hungary).

Conflict of interest: The authors declare no conflict of interest

References

1. Chinn, I. K., C. C. Blackburn, N. R. Manley, and G. D. Sempowski. 2012. Changes in
primary lymphoid organs with aging. Semin. Immunol. 24: 309-320.

2. Farley, A. M., L. X. Morris, E. Vroegindeweij, M. L. Depreter, H. Vaidya, F. H.
Stenhouse, S. R. Tomlinson, R. A. Anderson, T. Cupedo, J. J. Cornelissen, and C. C.
Blackburn. 2013. Dynamics of thymus organogenesis and colonization in early human
development. Development 140: 2015-2026.

3. Pfister, G., and W. Savino. 2008. Can the immune system still be efficient in the
elderly? An immunological and immunoendocrine therapeutic perspective.
Neuroimmunomodulation 15: 351-364.

4. Haynes, L., and A. C. Maue. 2009. Effects of aging on T cell function. Curr. Opin.

Immunol. 21: 414-417.
143



10.

11.

12.

13.

14.

World Health Organization. 2014. Antimicrobial resistance. Fact Sheet n°194. Cited in
02/15/2015. Available in http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs194/en/.

Fink, P. J., and D. W. Hendricks. 2011. Post-thymic maturation: young T cells assert
their individuality. Nat. Rev. Immunol. 11(8): 544-549.

Savino, W., D. A. Mendes-da-Cruz, J. S. Silva, M. Dardenne, and V. Cotta-de-
Almeida. 2002. Intrathymic T-cell migration: a combinatorial interplay of extracellular
matrix and chemokines? Trends Immunol. 23: 305-313.

Steinmann, G. G., B. Klaus, and H. K. Muller-Hermelink. 1985. The involution of the
ageing human thymic epithelium is independent of puberty. A morphometric study.
Scand. J. Immunol. 22: 563-575.

Flores, K. G., J. Li, G. D. Sempowski, B. F. Haynes, and L. P. Hale. 1999. Analysis of
the human thymic perivascular space during aging. J. Clin. Invest. 104: 1031-1039.
Savino, W., and M. Dardenne. 2000. Neuroendocrine control of thymus physiology.
Endocr. Rev. 21: 412-443.

Shah, D. K., and J. C. Zuniga-Pflucker. 2014. An overview of the intrathymic
intricacies of T cell development. J. Immunol. 192: 4017-4023.

Klein, L., B. Kyewski, P. M. Allen, and K. A. Hogquist. 2014. Positive and negative
selection of the T cell repertoire: what thymocytes see (and don't see). Nat. Rev.
Immunol. 14: 377-391.

Haynes, B. F., M. L. Markert, G. D. Sempowski, D. D. Patel, and L. P. Hale. 2000.
The role of the thymus in immune reconstitution in aging, bone marrow
transplantation, and HIV-1 infection. Annu. Rev. Immunol. 18: 529-560.

Douek, D. C., R. D. McFarland, P. H. Keiser, E. A. Gage, J. M. Massey, B. F. Haynes,
M. A. Polis, A. T. Haase, M. B. Feinberg, J. L. Sullivan, B. D. Jamieson, J. A. Zack,
L. J. Picker, and R. A. Koup. 1998. Changes in thymic function with age and during

the treatment of HIV infection. Nature 396: 690-695.
144



15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

Gui, J., X. Zhu, J. Dohkan, L. Cheng, P. F. Barnes, and D. M. Su. 2007. The aged
thymus shows normal recruitment of lymphohematopoietic progenitors but has defects
in thymic epithelial cells. Int. Immunol. 19: 1201-1211.

Aw, D., AL B. Silva, M. Maddick, T. von Zglinicki, and D. B. Palmer. 2008.
Architectural changes in the thymus of aging mice. Aging Cell 7: 158-167.

Su, D. M., S. Navarre, W. J. Oh, B. G. Condie, and N. R. Manley. 2003. A domain of
Foxnl required for crosstalk-dependent thymic epithelial cell differentiation. Nat.
Immunol. 4: 1128-1135.

Bredenkamp, N., S. Ulyanchenko, K. E. O'Neill, N. R. Manley, H. J. Vaidya, and C.
C. Blackburn. 2014. An organized and functional thymus generated from FOXN1-
reprogrammed fibroblasts. Nat. Cell Biol. 16: 902-908.

Blackburn, C. C., and N. R. Manley. 2004. Developing a new paradigm for thymus
organogenesis. Nat. Rev. Immunol. 4: 278-289.

Nowell, C. S., N. Bredenkamp, S. Tetélin, X. Jin, C. Tischner, H. Vaidya, J. M.
Sheridan, F. H. Stenhouse, R. Heussen, A. J. Smith, and C. C. Blackburn. 2011. Foxnl
regulates lineage progression in cortical and medullary thymic epithelial cells but is
dispensable for medullary sublineage divergence. PLoS Genet. 7: €1002348.

Boehm, T. 2008. Thymus development and function. Curr. Opin. Immunol. 20: 178-
184.

Nehls, M., D. Pfeifer, M. Schorpp, H. Hedrich, and T. Boehm. 1994. New member of
the winged-helix protein family disrupted in mouse and rat nude mutations. Nature
372:103-107.

Schiddekopf, K., M. Schorpp, and T. Boehm. 1996. The whn transcription factor
encoded by the nude locus contains an evolutionarily conserved and functionally

indispensable activation domain. Proc. Natl. Acad. Sci. U S A 93: 9661-9664.

145



24,

25.

26.

217.

28.

29.

30.

31.

Frank, J., C. Pignata, A. A. Panteleyev, D. M. Prowse, H. Baden, L. Weiner, L.
Gaetaniello, W. Ahmad, N. Pozzi, P. B. Cserhalmi-Friedman, V. M. Aita, H.
Uyttendaele, D. Gordon, J. Ott, J. L. Brissette, and A. M. Christiano. 1999. Exposing
the human nude phenotype. Nature 398: 473-474.

Ortman, C. L, K. A. Dittmar, P. L. Witte, and P. T. Le. 2002. Molecular
characterization of the mouse involuted thymus: aberrations in expression of
transcription regulators in thymocyte and epithelial compartments. Int. Immunol. 14:
813-822.

Kvell, K., Z. Varecza, D. Bartis, S. Hesse, S. Parnell, G. Anderson, E. J. Jenkinson,
and J. E. Pongracz. 2010. Wnt4 and LAP2alpha as pacemakers of thymic epithelial
senescence. PLoS One 5: e10701.

Chen, L., S. Xiao, and N. R. Manley. 2009. Foxn1 is required to maintain the postnatal
thymic microenvironment in a dosage-sensitive manner. Blood 113: 567-574.

Sun, L., J. Guo, R. Brown, T. Amagai, Y. Zhao, and D. M. Su. 2010. Declining
expression of a single epithelial cell-autonomous gene accelerates age-related thymic
involution. Aging Cell 9: 347-357.

Zook, E. C., P. A. Krishack, S. Zhang, N. J. Zeleznik-Le, A. B. Firulli, P. L. Witte,
and P. T. Le. 2011. Overexpression of Foxnl attenuates age-associated thymic
involution and prevents the expansion of peripheral CD4 memory T cells. Blood 118:
5723-5731.

Bredenkamp, N., C. S. Nowell, and C. C. Blackburn. 2014. Regeneration of the aged
thymus by a single transcription factor. Development 141: 1627-1637.

Romano, R., L. Palamaro, A. Fusco, L. lannace, S. Maio, I. Vigliano, G. Giardino, and
C. Pignata. 2012. From murine to human nude/SCID: the thymus, T-cell development

and the missing link. Clin. Dev. Immunol. 2012: 467101.

146



32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

Fernandez, E., A. Vicente, A. Zapata, B. Brera, J. J. Lozano, C. Martinez, and M. L.
Toribio. 1994. Establishment and characterization of cloned human thymic epithelial
cell lines. Analysis of adhesion molecule expression and cytokine production. Blood
83: 3245-3254.

Golbert, D. C., E. Correa-de-Santana, M. Ribeiro-Alves, A. T. de Vasconcelos, and
W. Savino. 2013. ITGA6 gene silencing by RNA interference modulates the
expression of a large number of cell migration-related genes in human thymic
epithelial cells. BMC Genomics 14 Suppl 6: S3.

Paraguassu-Braga, F. H., A. P. Alves, I. M. Santos, M. Bonamino, and A. Bonomo.
2012. An ectopic stromal implant model for hematopoietic reconstitution and in vivo
evaluation of bone marrow niches. Cell. Transplant. 21: 2677-2688.

Staal, F. J., F. Weerkamp, M. R. Baert, C. M. van den Burg, M. van Noort, E. F. de
Haas, and J. J. van Dongen. 2004. Wnt target genes identified by DNA microarrays in
immature CD34+ thymocytes regulate proliferation and cell adhesion. J. Immunol.
172:1099-1108.

Balciunaite, G., M. P. Keller, E. Balciunaite, L. Piali, S. Zuklys, Y. D. Mathieu, J.
Gill, R. Boyd, D. J. Sussman, and G. A. Hollander. 2002. Wnt glycoproteins regulate
the expression of FoxN1, the gene defective in nude mice. Nat. Immunol. 3: 1102-
1108.

Ye, J., G. Coulouris, I. Zaretskaya, I. Cutcutache, S. Rozen, and T. L. Madden. 2012.
Primer-BLAST: a tool to design target-specific primers for polymerase chain reaction.
BMC Bioinformatics 13: 134.

Vandesompele, J., K. De Preter, F. Pattyn, B. Poppe, N. Van Roy, A. De Paepe, and F.
Speleman. 2002. Accurate normalization of real-time quantitative RT-PCR data by
geometric averaging of multiple internal control genes. Genome Biol. 3:

RESEARCHO0034.
147



39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

Kent, W. J., C. W. Sugnet, T. S. Furey, K. M. Roskin, T. H. Pringle, A. M. Zahler, and
A. D. Haussler. 2002. The Human Genome Browser at UCSC. Genome Res. 12(6):
996-1006.

ENCODE Project Consortium. 2012. An integrated encyclopedia of DNA elements in
the human genome. Nature 489: 57-74.

Li, L. C., and R. Dahiya. 2002. MethPrimer: designing primers for methylation PCRs.
Bioinformatics 18: 1427-1431.

Larkin, M. A., G. Blackshields, N. P. Brown, R. Chenna, P. A. McGettigan, H.
McWilliam, F. Valentin, 1. M. Wallace, A. Wilm, R. Lopez, J. D. Thompson, T. J.
Gibson, and D. G. Higgins. 2007. Clustal W and Clustal X version 2.0. Bioinformatics
23(21): 2947-2948.

Bock, C., S. Reither, T. Mikeska, M. Paulsen, J. Walter, and T. Lengauer. 2005. BiQ
Analyzer: visualization and quality control for DNA methylation data from bisulfite
sequencing. Bioinformatics 21: 4067-4068.

Kumaki, Y., M. Oda, and M. Okano. 2008. QUMA: quantification tool for
methylation analysis. Nucleic Acids Res. 36: W170-175.

Anderson, K. L., N. C. Moore, D. E. McLoughlin, E. J. Jenkinson, and J. J. Owen.
1998. Studies on thymic epithelial cells in vitro. Dev. Comp. Immunol. 22: 367-377.
Beaudette-Zlatanova, B. C., K. L. Knight, S. Zhang, P. J. Stiff, J. C. Zafiga-Pfllcker,
and P. T. Le. 2011. A human thymic epithelial cell culture system for the promotion of
lymphopoiesis from hematopoietic stem cells. Exp. Hematol. 39: 570-579.
Mohtashami, M., and J. C. Zddiga-Pflicker. 2006. Three-dimensional architecture of
the thymus is required to maintain delta-like expression necessary for inducing T cell

development. J. Immunol. 176: 730-734.

148



48.

49.

50.

o1.

52.

53.

54,

55.

Stambolic, V., L. Ruel, and J. R. Woodgett. 1996. Lithium inhibits glycogen synthase
kinase-3 activity and mimics wingless signalling in intact cells. Curr. Biol. 6: 1664-
1668.

Mandinova, A., V. Kolev, V. Neel, B. Hu, W. Stonely, J. Lieb, X. Wu, C. Colli, R.
Han, M. J. Pazin, P. Ostano, R. Dummer, J. L. Brissette, and G. P. Dotto. 2009. A
positive FGFR3/FOXN1 feedback loop underlies benign skin keratosis versus
squamous cell carcinoma formation in humans. J. Clin. Invest. 119(10): 3127-3137.
Su, A. I., T. Wiltshire, S. Batalov, H. Lapp, K. A. Ching, D. Block, J. Zhang, R.
Soden, M. Hayakawa, G. Kreiman, M. P. Cooke, J. R. Walker, and J. B. Hogenesch.
2004. A gene atlas of the mouse and human protein-encoding transcriptomes. Proc.
Natl. Acad. Sci. U S A 101(16): 6062-6067.

Plowden, J., M. Renshaw-Hoelscher, C. Engleman, J. Katz, and S. Sambhara. 2004.
Innate immunity in aging: impact on macrophage function. Aging Cell 3: 161-167.
Fink, P. J. 2013. The biology of recent thymic emigrants. Annu. Rev. Immunol. 31: 31-
50.

Kilpatrick, R. D., T. Rickabaugh, L. E. Hultin, P. Hultin, M. A. Hausner, R. Detels, J.
Phair, and B. D. Jamieson. 2008. Homeostasis of the naive CD4+ T cell compartment
during aging. J. Immunol. 180: 1499-1507.

den Braber, I., T. Mugwagwa, N. Vrisekoop, L. Westera, R. Mdgling, A. B. de Boer,
N. Willems, E. H. Schrijver, G. Spierenburg, K. Gaiser, E. Mul, S. A. Otto, A. F.
Ruiter, M. T. Ackermans, F. Miedema, J. A. Borghans, R. J. de Boer, and K.
Tesselaar. 2012. Maintenance of peripheral naive T cells is sustained by thymus
output in mice but not humans. Immunity 36: 288-297.

Boehm, T., and J. B. Swann. 2013. Thymus involution and regeneration: two sides of

the same coin? Nat. Rev. Immunol. 13: 831-838.

149



56.

S7.

58.

59.

60.

61.

62.

Koch, U., E. Fiorini, R. Benedito, V. Besseyrias, K. Schuster-Gossler, M. Pierres, N.
R. Manley, A. Duarte, H. R. Macdonald, and F. Radtke. 2008. Delta-like 4 is the
essential, nonredundant ligand for Notchl during thymic T cell lineage commitment.
J. Exp. Med. 205: 2515-2523.

Louis, I., K. M. Heinonen, J. Chagraoui, S. Vainio, G. Sauvageau, and C. Perreault.
2008. The signaling protein Wnt4 enhances thymopoiesis and expands multipotent
hematopoietic progenitors through beta-catenin-independent signaling. Immunity 29:
57-67.

Felli, M. P., M. Maroder, T. A. Mitsiadis, A. F. Campese, D. Bellavia, A. Vacca, R. S.
Mann, L. Frati, U. Lendahl, A. Gulino, and I. Screpanti. 1999. Expression pattern of
notchl, 2 and 3 and Jaggedl and 2 in lymphoid and stromal thymus components:
distinct ligand-receptor interactions in intrathymic T cell development. Int. Immunol.
11:1017-1025.

Fiorini, E., I. Ferrero, E. Merck, S. Favre, M. Pierres, S. A. Luther, and H. R.
MacDonald. 2008. Cutting edge: thymic crosstalk regulates delta-like 4 expression on
cortical epithelial cells. J. Immunol. 181: 8199-8203.

Van de Walle, I, G. De Smet, M. Gartner, M. De Smedt, E. Waegemans, B.
Vandekerckhove, G. Leclercq, J. Plum, J. C. Aster, I. D. Bernstein, C. J. Guidos, B.
Kyewski, and T. Taghon. 2011. Jagged?2 acts as a Delta-like Notch ligand during early
hematopoietic cell fate decisions. Blood 117: 4449-4459.

Hozumi, K., C. Mailhos, N. Negishi, K. Hirano, T. Yahata, K. Ando, S. Zuklys, G. A.
Hollander, D. T. Shima, and S. Habu. 2008. Delta-like 4 is indispensable in thymic
environment specific for T cell development. J. Exp. Med. 205: 2507-2513.
Weerkamp, F., M. R. M. Baert, B. A. E. Naber, E. E. L. Koster, E. F. E. de Haas, K.

R. Atkuri, J. J. M. van Dongen, L. A. Herzenberg, and F. J. T. Staal. 2006. Wnt

150



63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

signaling in the thymus is regulated by differential expression of intracellular
signaling molecules. Proc. Natl. Acad. Sci. U S A 103: 3322-3326.

Pongracz, J., K. Hare, B. Harman, G. Anderson, and E. J. Jenkinson. 2003. Thymic
epithelial cells provide WNT signals to developing thymocytes. Eur. J. Immunol. 33:
1949-1956.

Osada, M., L. Jardine, R. Misir, T. Andl, S. E. Millar, and M. Pezzano. 2010. DKK1
mediated inhibition of Wnt signaling in postnatal mice leads to loss of TEC
progenitors and thymic degeneration. PLoS One 5: e9062.

Fukuda, D., E. Aikawa, F. K. Swirski, T. I. Novobrantseva, V. Kotelianski, C. Z.
Gorgun, A. Chudnovskiy, H. Yamazaki, K. Croce, R. Weissleder, J. C. Aster, G. S.
Hotamisligil, H. Yagita, and M. Aikawa. 2012. Notch ligand delta-like 4 blockade
attenuates atherosclerosis and metabolic disorders. Proc. Natl. Acad. Sci. U S A 109:
E1868-1877.

Pignata, C., M. Fiore, V. Guzzetta, A. Castaldo, G. Sebastio, F. Porta, and A. Guarino.
1996. Congenital Alopecia and nail dystrophy associated with severe functional T-cell
immunodeficiency in two sibs. Am. J. Med. Genet. 65: 167-170.

Schubeler, D. 2015. Function and information content of DNA methylation. Nature
517: 321-326.

Romanov, G. A, and B. F. Vanyushin. 1981. Methylation of reiterated sequences in
mammalian DNAs. Effects of the tissue type, age, malignancy and hormonal
induction. Biochim. Biophys. Acta 653: 204-218.

Wilson, V. L., R. A. Smith, S. Ma, and R. G. Cutler. 1987. Genomic 5-
methyldeoxycytidine decreases with age. J. Biol. Chem. 262: 9948-9951.

Pogribny I.P. and Vanyushin B.F. 2010. Age-Related Genomic Hypomethylation. In

Epigenetics of Aging. T.O. Tollefsbol, ed. Springer-Verlag, New York. p. 11-27.

151



71. Maegawa, S., G. Hinkal, H. S. Kim, L. Shen, L. Zhang, J. Zhang, N. Zhang, S. Liang,
L. A. Donehower, and J. P. Issa. 2010. Widespread and tissue specific age-related
DNA methylation changes in mice. Genome Res. 20: 332-340.

72.  Smit, A., R. Hubley, and P. Green. 2013-2015. RepeatMasker Open-4.0. Cited in

12/23/2014. Available in http://www.repeatmasker.org.

Footnotes:

! This work is support by grants from FIOCRUZ, CAPES and CNPg/Science without Borders
Program (Brazil) to Maria Danielma dos Santos Reis (MDS) and Laszlo Takacs (LT) (Grant
n°: 240788/2012-5). The VED-ELEM: TAMOP 4.2.2.A-11/1/KONV-2012-0023 grant
(Hungary) supported LT’s laboratory. MDS was a visiting research fellow at the Department

of Human Genetics, Faculty of Medicine, University of Debrecen.

2 Correspondence address: Dr. Laszlo Takacs, Department of Human Genetics, University of
Debrecen, Nagyerdei krt. 98, H-4032 Debrecen, Hungary. E-mail address:

TakacsL@med.unideb.hu.

152


mailto:TakacsL@med.unideb.hu

Table and figure legends:

Table I — Forward and reverse primer sequences used on the quantitative PCR and RT-

PCR assays?

Amplicon
Target Sequence forward (5'-3") Sequence reverse (5'-3") . Reference
size (pb)
FOXN1 TCCCTCACTCACTGACTTCG GTGGCATCGAAGATGATGTC (72)
(NM_003593.2) (1628-1647) (1746-1727) 119
DLL1 TGCAACCAGGACCTGAACTA CTCCGTTCTTACAAGGGCTG *
(NM_005618.3) (1323-1342) (1491-1472) 163
DLL4 CAGAGTGTCGGATATCAGCG CTCCTGCCTTATACCTCCGT *
(NM_019074.3) (2288-2307) (2402-2383) 115
WNT-4 CAGCAGAGCCCTCATGAACC GCCAGCACGTCTTTACCTCACA (73)
(NM_030761.4) (647-666) (768-747) 122
HPRT-1 CCTGGCGTCGTGATTAGTG TCGAGCAAGACGTTCAGTCC *
(NM_000194.2) (183-201) (320-301) 138
TFRC CTAGTGTTCTTCTGTGTGGCAGTT  ACAATGGTTCTCCACCAAACAAG *
(NM_001128148.1) (115-138) (197-175) 83
RPL13A CGGACCGTGCGAGGTATGCT AGCAGGAACCACCATCCGCT *
(NM_001270491.1) (244-263) (366-347) 123

& HPRT-1 (hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1), TRFC (transferrin receptor) and

RPL13A (ribosomal protein L13a) were used as control housekeeping genes. (*) Designed

using the software, Primer3 available on the NCBI website (37). FOXN1: forkhead box N1,

DLL1: Delta-like 1 (Drosophila); DLL4: Delta-like (Drosophila) 4; WNT-4: wingless-type

MMTYV integration site family, member 4.

153



Figure 1: DLL1, DLL4, FOXN1 and WNT-4 gene expression in human thymic samples.
Gene expression was assessed by real-time quantitative PCR. DLL1 (A), DLL4 (B), FOXN1
(C) and WNT-4 (D). The graphs show mean+SEM of normalized expression values from each
group. Difference between the samples was analyzed through Kruskal-Wallis non-parametric
test followed by Dunn’s multiple test. (*) indicates statistical difference (p<0.05) between the

groups.

Figure 2: Histology, thymic epithelial organization and FOXN1 protein expression.
Photomicrographs Al and A2 show morphological aspects of thymus samples from five days
(“Postnatal” group) and 57 years-old donors (“Adult” group), respectively. Paraffin sections
were stained with hematoxilin-eosin stain and analyzed by light microscopic examination.
(4x, objective magnification). c= cortical region; m= medullary region; a= Adipose tissue;
arrow= connective tissue septum. Panels A3 and A4 show cytokeratin staining of postnatal
and adult thymic samples, respectively. Frozen thymus sections were reacted with specific
pan anti-cytokeratin polyclonal rabbit antibody followed by Alexa-488 conjugated anti-rabbit
Ig antibody (green) before visualization in the fluorescent microscope. (20x, objective
magnification). Photomicrographs C1 and C2 show FOXNL1 protein expression in thymus
cryosections from “Postnatal” and “Adult” donors, respectively. In order to demonstrate
thymic epithelium associated Foxnl expression, the sections were first reacted with anti-
human Foxnl antibody (red) and subsequently double stained with pan anti-cytokeratin

antibody (green). (20x, objective magnification).

Figure 3: hTEC line, a model of aging thymic epithelium. Conventional hTEC monolayer
culture (A) and hTEC 3D culture maintained for four days in cellulose macroporous scaffolds,
immunocytochemical staining for cytokeratin with DAPI nuclear counterstaining. (20X,

objective magnification). (B) gPCR detection of FOXN1, DLL4 and DLL1 transcripts, in
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conventional monolayer and 3D cultures. Thymic stroma from 5 days of age donor served as
control (“Stroma”), Undetectable level of expression is labelled with “*”. (C) Conventional
hTEC monolayer cultures stained with anti-human FOXN1 (red) (D-F) and anti-p-catenin
monoclonal antibody (green) with DAPI nuclear counterstain (G-I): non-treated control (D,
E), LiCl-treated for 6 hrs (F, G) and 18 hrs (H, 1). (40x objective magnification). RT-PCR
detection of FOXNL1 transcript after treatment with 20 mM of LiCl for 6 and 18 hours. Non-
treated cultures and TEC treated with 20mM of NaCl were used as negative controls. Legend
— F: FOXN1 amplification product; F (-) : reverse transcriptase reaction control without
enzyme from FOXN1 amplification product; H : HPRT-1 amplification product; H (-) :

reverse transcriptase reaction control without enzyme from HPRT-1 amplification product (J).

Figure 4: FOXN1 genomic context and potential methylation substrate C20. Genomic
localization of C20 region on FOXN1 gene (A). Relative GC content, CpG island prediction,
repetitive region (simple), histone modifications and transcriptional factor binding sites on
C20 region (B, upper panel). Histone modifications and transcriptional factor binding sites
were evaluated by ENCODE consortium laboratories using chromatin immunoprecipitation
followed by DNA sequencing (40). The CpG island was predicted using MethPrimer web-
based software (41) and the repetitive region was obtained in the RepeatMasker database (72).
The C20 sequence (B, lower panel). In red, we show CpG residues. The arrows (> and <)
indicate the forward and reverse specific bisulfate primers used for sequencing. The CpG
island is underlined in black and yellow label marks the repetitive region. Methylation status
of C20 region CpGs was obtained for FOXN1 expressing skin (C) and FOXN1 non-
expressing leukocytes (D) from the ENCODE database on DNA Methylation by Reduced

Representation Bisulfite Sequencing data provided by ENCODE/HudsonAlpha laboratory.
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FOXNL1 gene graphic representation was copied from UCSC genome browser from the human

genome assembly hgl19 using “ENCODE regulation” track features (39, 40).

Figure 5: FOXN1/C20 region CpG methylation status. Percentage of CpG methylation, for
each residue, in neonatal thymus (5 days-old) (A), old thymus (59 years-old) (B), and in
hTEC cell line (C) clone sequences. Lower panels (A-C) show the 13 CpG-s presented as
lollipop diagrams, where the methylated residue is shown in black, while the non-methylated
residue is an open circle. Panel (D) represents the percent mean £ SEM of CpG methylation
per clone sequence for each sample and (E) shows the percent mean per each residue per
sample expressed as small pie-charts in the lollipop diagrams. The black label represents the
percent mean of methylated CpG and white label is marked for percent mean of unmethylated
CpG. Percent values were obtained after multiple sequence alignment using ClustalW
algorithm followed for methylated CpG quantification using BiQ analyzer software.
Difference between the samples was analyzed through Kruskal-Wallis non-parametric test

followed by Dunn’s multiple test.
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Figure 1:
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Supplementary Figures

Supplementary Figure 1. Beta-catenin nuclear translocation in THPN after treatment
with LiCl for 6h. Non-treated TEC monolayer (A) and LiCl-treated cells (B) were incubated
with a monoclonal anti-p-catenin antibody followed by secondary reaction with Alexa 488
conjugated anti-mouse Ig antibody. (*) beta-catenin staining in THPN nucleus. 40x primary

magnification.
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Supplementary Figure 2: FOXN1 genomic context and potential methylation substrate DB2.

Genomic localization of DB2 region on FOXN1 gene (A) together with data from ENCODE as

reported in the UCSC database (B). Relative GC content was obtained on UCSC database (1) (B,

upper panel). Histone modifications was evaluated by ENCODE consortium laboratories using

chromatin immunoprecipitation followed by DNA sequencing (2) (B, upper panel). The DB2

sequence (B, lower panel). In red, we show CpG residues. The arrows (> and <) indicate the

forward and reverse specific bisulfate primers used for sequencing. Methylation status of DB2

CpGs was obtained for FOXN1 expressing skin (C) and FOXN1 non-expressing leukocytes

(D) from the ENCODE database on DNA Methylation by Reduced Representation Bisulfite

Sequencing data provided by ENCODE/HudsonAlpha laboratory. FOXN1 gene graphic

representation were copied from UCSC genome browser from the human genome assembly

hgl19 using “ENCODE regulation” track features (http://genome.ucsc.edu/).
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Supplementary Figure 3: FOXN1/DB2 region CpG methylation status. Percentage of
CpG methylation, for each residue, in young thymus (5 days-old) (A) old thymus (59 years-
old) (B) and THPN that of the cell line (C) clone sequences. Lower panels (A-C) show the 10
CpG-s presented as lollipop diagrams, where the methylated residue is shown in black, while
the non-methylated residue is an open circle. (D) Represents the percent mean £ SEM of CpG
methylation per clone sequence for each sample and (E) shows the percent mean per each

residue per sample expressed as small pie charts in lollipop diagrams. The black label
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represents the percent mean of methylated CpG and white label is marked for percent mean of
unmethylated CpG. Percent values were obtained after multiple sequence alignment using
ClustalW algorithm followed for methylated CpG quantification using BiQ analyzer software.
Difference between the samples was analyzed through Dunn’s multiple test and Kruskal-

Wallis non parametric test.
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