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Durante el desarrollo de las células T, los progenitores de células T progresan a través de 

diferentes poblaciones de timocitos que se distinguen en base a la expresión de los marcado-

res de superficie CD4 y CD8: timocitos CD4- CD8- (DN), simples positivos inmaduros (ISP) 

CD8+ en ratón y CD4+ en humanos, timocitos CD4+CD8+ dobles positivos (DP)  y CD4+ o 

CD8+ simples positivos (SP). Los timocitos están expuestos a diferentes señales que hacen 

posible su desarrollo hacia células T maduras. Los timocitos DN van progresando a través 

de distintas estadios, DN1 a DN4. Durante las primeras etapas de la maduración de los timo-

citos, la señalización de Notch promueve el desarrollo de los timocitos DN1 a timocitos 

DN3a, comprometiendo a estos progenitores hacia el linaje de células T, mientras que la 

señalización de la interleuquina 7 (IL-7) es esencial para la supervivencia y la protección 

celular frente a la apoptosis de los timocitos DN2 y DN3a. La generación de los linfocitos T 

αβ y T γδ depende de la recombinación de los segmentos génicos V, (D) y J presentes en los 

genes Tcra, Tcrb, Tcrg y Tcrd durante el desarrollo de los timocitos, hecho que da lugar a la 

expresión de receptores de antígenos funcionales, TCRαβ o TCRγδ, en la membrana celular. 

La recombinación V(D)J de los genes Tcrg y Tcrd se completa en los timocitos DN2 y 

DN3a, del gen Tcrb en los timocitos DN3a y del gen Tcra en los timocitos DP. Los reorde-

namientos correctos de los genes Tcrg y Tcrd permiten la expresión de un TCRγδ que indu-

ce a la diferenciación de los timocitos DN3a hacia linfocitos T γδ, en un proceso conocido 

como selección-γδ. Si tienen lugar reordenamientos exitosos en el gen Tcrb en timocitos 

DN3a, tiene lugar la expresión de un pre-TCR formado por el ensamblaje de una cadena 

TCRβ con una cadena invariable denominada pre-Tα. La señalización transducida por el 

pre-TCR junto a las captadas por los receptores de Notch e IL-7, activan la diferenciación de 

DN3a a DP, pasando por los estadios DN4 y ISP, en un proceso conocido como selección-β. 

Los reordenamientos exitosos en el gen Tcra en timocitos DP tienen como consecuencia la 

expresión de una cadena TCRα que se asocia con la TCRβ previamente expresada para for-

mar un receptor de antígeno TCRαβ. La expresión de un TCRαβ en timocitos DP posibilita 

los eventos de selección positiva y negativa que permiten la supervivencia de unos pocos 

timocitos DP que diferenciarán hacia timocitos SP CD4+ y CD8+ para que migren a la peri-

feria como linfocitos Tαβ maduros. 

Los genes Tcrd y Tcrg muestran programas de desarrollo idénticos que dependen de 

la actividad de los potenciadores transcripcionales (enhancers) Eδ y Eγ, que están “activa-

dos” en timocitos DN2-3a para activar la transcripción y la recombinación V(D)J de los ge-

nes no reordenados y “inactivados” en timocitos DP para evitar la transcripción y expresión 
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de las  cadenas TCRδ y TCRγ en linfocitos T αβ. La actividad de Eδ y Eγ depende de la 

unión de factores de transcripción (FT) a sitios de unión para factores de las familias Runx y 

Myb, que ocurre de forma paralela a la de la señalización de Notch. Durante la realización 

de esta tesis se hemos realizado experimentos de ganancia y pérdida de función de Notch y 

hemos identificado que la señalización de Notch activa la transcripción no codificante (o 

transcripción germinal) de los genes Tcrd y Tcrg al favorecer el reclutamiento de RUNX1 y 

MYB  a sus enhancers en timocitos DN3a , antes de sufrir la selección-β. Estos resultados 

indican que la disociación de RUNX1 y MYB de Eδ y Eγ en timocitos DP resulta en la inac-

tivación de estos enhancers y ocurre como consecuencia del descenso de la señalización de 

Notch desencadenada por la señalización del pre-TCR durante la selección-β. Por tanto, 

nuestros datos revelan el mecanismo molecular del silenciamiento de los genes Tcrd y Tcrg 

mediado por la selección-β. Además, estos resultados revelan  un nuevo mecanismo molecu-

lar para la regulación génica a través de la señalización de Notch mediado a través del  re-

clutamiento de RUNX1 y MYB a la cromatina de los enhancers que puede ser utilizado en 

el control transcripcional de otros genes regulados negativamente durante la transición de los 

timocitos DN3a a DP a través de la selección-β. 

La señalización del receptor de IL-7 (IL-7R) está mediada por el FT STAT5 y 

desempeña un papel clave en procesos tan importantes como la supervivencia de los timoci-

tos en sus etapas más tempranas del desarrollo durante los estadios DN y la diferenciación 

de las células T γδ. Este  último efecto ocurre a través de la activación de los transcritos 

germinales y la recombinación VγJγ del gen Tcrg. En relación a esta señalización, nuestros 

datos indican que además de ser importante para la regulación del gen Tcrg, tiene una in-

fluencia positiva en la actividad de Eδ y en consecuencia en la transcripción del gen Tcrd. 

En resumen, el trabajo desarrollado en esta tesis doctoral,  muestra una regulación 

común para Eδ y Eγ, dependiente de las señalizaciones mediadas por Notch e IL-7R, a tra-

vés del reclutamiento de los FT RUNX1, MYB y STAT5 en timocitos DN2 y DN3a, siendo 

ambos enhancers inhibidos durante la selección-β debido a una drástica bajada de estas seña-

lizaciones, lo que conlleva a la disociación de dichos FT. Estos resultados han revelado el 

mecanismo molecular para el silenciamiento de los genes Tcrg y Tcrd durante la selección-β 

y aportan una nueva vía para el control transcripcional mediada por la señalización de Notch 

a través de la regulación del reclutamiento de estos RUNX1 y MYB a enhancers durante el 

desarrollo de los timocitos.	  
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2-ME, 2-mercaptoetanol. 

3C, chromosome conformation capture, captura de la conformación cromosomal. 

4C, circular chromosome conformation capture, captura circular de la conformación. cromosomal. 

Ab, Antibody, anticuerpo. 

ADAM, A Disintigrin And Methalloproteinase, familia de metaloproteinasas. 

ADN, ácido desoxirribonucleico. 

ALL, Acute Lymphoblastic leukemia, leucemia linfoblástica aguda. 

ANK, ANKirin, anquirina. 

APC, Allophycocyanin, aloficocianina. 

AP-1, Activation Protein 1, familia de FT. 

APH-1, Anterior PHarynx defective-1, subunidad reguladora de γ-secretasa . 

ARN, ácido ribonucleico. 

ATP, adenosina trifosfato. 

EB, Elementos Barrera. 

bHLH, basic Helix-Loop-helix, básica hélice-lazo-helice (estructura de DBD). 

βtg, transgén TCRβ. 

bZIP, cremallera de leucinas. 

Cα, region constante del gen Tcra. 

Cβ, region constante del gen Tcrb. 

cbEGF, Ca2+ binding EGF, EGF que une Ca2+ . 

CBP, CREB Binding Protein, acetilasa de histonas. 

CCL, Chemokine C-C Ligand, quimioquinas C-C. 

CCR, Chemokine C-C Receptor, receptor de quimioquinas C-C. 

Cδ, region constante del gen Tcrd. 

CDK8, Cyclin Dependent Kinase 8, quinasa implicada en la degradación de ICN. 

cDNA, complementary DNA, ADN complementario. 

CDR, Complementary Determinant Region, región variable de las cadenas de receptor de antígeno. 

Cγ, region constante del gen Tcrg. 
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ChIP, Chromatin ImmunoPrecipitation, inmunoprecipitación de cromatina. 

CK1, Casein Kinase 1, quinasa implicada en la degradación de β-catenina. 

CIR, CBF1 Interacting Repressor, represor reclutado por RBPJκ. 

CLP, Common Lymphoid Progenitors, progenitores comunes linfoides. 

CMP, Common Myeloid Progenitors, progenitores comunes mieloides. 

cpm, cuentas por minuto. 

CRC, circuito regulador central. 

CSL (CBF1, Supressor of Hairless, LAG-1), RBPJκ. 

CtBP, C terminal Binding Protein, represor reclutado por RBPJκ. 

CTCF, CCCTC binding Factor, FT implicado en la formación de lazos de cromatina. 

ESC, Embryonic Stem Cells, células madre embrionarias. 

ETP, Early Thymic Progenitors, progenitores tímicos tempranos. 

D, Diversidad, segmento génico de los genes de receptor de antígeno. 

DAG, DiAcyl Glycerol, diacilglicerol, molécula de señalización del TCR. 

DBD, DNA Binding Domain, dominio de unión a ADN. 

DEPC, dietilpirocarbonato. 

DL, Delta-Like, familia de ligandos de NOTCH. 

DMT, DNA Methyl Transferases, metil-transferasas de ADN. 

DN, dobles negativos. 

DNAPK, DNA-dependent Protein Kinase, quinasa dependiente de ADN involucrada en la reparación 
de ADN y la recombinación V(D)J. 

DNMAML1, Dominant Negative MAML1, dominante negativo de MAML1. 

dNTPs, 2´-desoxinucleótidos-trifosfato. 

DP, dobles positivos. 

DSL, Delta Serrate Lag2, dominio extracelular de los ligandos de NOTCH. 

DTT, ditiotritiol. 

E, día embrionario no .  

eDP, early DP, DP tempranos. 

Eα, Enhancer del gen Tcra. 
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Eβ, Enhancer del gen Tcrb. 

Eδ, Enhancer del gen Tcrd. 

Eγ, Enhancer del gen Tcrg. 

EGF, Epidermal Growth Factor, factor de crecimiento epidérmico. 

EGR, Early Growth Response factors, familia de FT. 

EMSA, Electrophoretic Mobility Shift Assay, ensayo de retardo de la movilidad electroforética. 

ERK, Extracellular signal regulated protein Kinase, quinasas implicada en la señalización por re-
ceptores de membrana. 

ETS1, E26 Transformation Specific 1, miembro de la familia de TFs ETS. 

FBS, Fetal Bovine Serum, suero fetal bovino. 

FITC, Fluorescein Isothiocyanate, isotiocianato de fluoresceína. 

FLT3L, Fms-Like Tyrosine-kinase Ligand, Ligando de la tirosina quinasa similar a Fms. 

FT, factor de transcripción. 

γc, gamma common, cadena γ común de receptores de la familia de IL-2. 

GFP, Green Fluorescent Protein, proteína verde fluorescente. 

GMP, Granulocytic Myeloid Progenitors, progenitores granulocíticos y mieloides. 

GSI, Gamma Secretase Inhibitors, inhibidores de la γ-secretasa. 

GSK-3β, Glycogen Sinthasa Kinase-3β, quinasa implicada en la degradación de β-catenina. 

H3K4me3, trimetilación de la lisina 4 de la histone H3. 

HAT, Histone Acetyl Tranferases, acetilasas de histonas. 

HBSS, Hank´s Balanced Salt Solution, solución tampon de Hank. 

HD, HomeoDomain, homeodominio. 

HDAC, Histone DeACetylases, desacetilasas de histonas. 

HDM, Histone DeMethylases, demetilasas de histonas. 

HiC, captura de la conformación de la cromatina a nivel global. 

HMG, High Mobility Group, familia de proteínas de alta movilidad invocradas en cambios de la 
conformación de la doble hélice del ADN. 

HSC, Hematopoietic Stem Cells, células madre hematopoyéticas. 

HPLC, High-Performance Liquid Chromatography, cromatografía de líquidos de alto rendimiento. 
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HMT, Histone Methyl Tranferases, metil-tranferasas de histonas. 

HS, Hypersensitivity Site, sitio de hipersensibilidad a la digestión por ADNasaI. 

HSA, HyperSensitive A, enhancer presente en el locus Tcrg. 

ICAM-I, InterCellular Adhesion Molecule 1, ligando de integrinas. 

ICN, IntraCellular NOTCH, NOTCH intracelular. 

Ig, inmunoglobulinas. 

IKK, IκΒ Kinase, quinasa implicada en la señalización mediada por NFκB. 

IL-7, interleuquina 7. 

IL-7R, IL-7 Receptor, receptor de IL-7. 

IL-7Rα, cadena α del IL-7R. 

iNKT, invariant Natural Killer T cells, células NK-T invariables. 

IP3, Inositol Phosphate 3, inositol 1,4,5-trifosfato, molécula de señalización del TCR. 

ISP, Immature Simple Positives, simples positivos immaduros. 

ITAM, Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Domain, dominio implicado en la señalización 
mediada por CD3. 

J, Joining, segmento génico de los genes de receptor de antígeno. 

Jα49p, promotor del segmento Jα49. 

JAK, Janus kinases, familia de quinasas implicada en la señalización de IL-7. 

JNK, Jun N-terminus kinase, quinasas implicadas en la señalización mediada por AP-1. 

Kb, kilobase. 

LAT, Linker for Activation of T cells, proteína adaptadora implicada en la señalización por el TCR. 

LCR, Locus Control Region, región controladora de un locus. 

LCK, Lymphoid Cell Kinase, quinasa implicada en la señalización del TCR.  

LMPP, LymphoMyeloid Progenitors, progenitores linfomieloides. 

lDP, late DP, DP tardíos. 

LEF, Lymphoid Enhancer binding Factor, familia de FT. 

LNR, Lin12 Notch Region. 

MAML, MAsterMind Like, familia de coactivadores del complejo RBPJκ e ICN. 

MAPK, Mitogen Activated Protein Kinasa, familia de quinasas asociada a activación de receptores. 
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Mb, megabases. 

MBD, Methyl Binding Domain, dominio de union a grupos metilo. 

MEP, Myeloid Erythroid Progenitors, progenitores mieloides y eritroides. 

MHC, Major Histocompatibility Complex, complejo principal de histocompatibilidad. 

MINT, MSX2 Interacting Nuclear Target, correpresor transcripcional. 

MPP, MultiPotent Progenitors, progenitores multipotentes. 

NCoR, Nuclear receptor CoRepressor, represor reclutado por RBPJκ. 

NEXT, NOTCH EXtracellullar Truncation, NOTCH anclada a la membrana  sin la parte extracelu-
lar. 

NFAT, Nuclear Factor of Activated T cells, familia de FT. 

NFκB, Nuclear Factor potentiator of Ig kappa chain in activated B cells, FT. 

NK, Natural Killer, asesinas naturales. 

NK-T, Natural Killer T, asesinas naturales T. 

NLS, Nuclear Localization Sequence, secuencia de localización nuclear. 

NP-40, Nonidet P-40. 

NRARP, NOTCH Regulated Ankyrin Repeat Protein, inhibidor de la ruta de Notch. 

NRR, Negative Regulatory Region, región reguladora negativa. 

NS, no estimuladas o no tratadas. 

pb, pares de bases. 

PBS, Phosphate Buffered Saline, Tampón fosfato salino. 

PCAF, P300 and CBP Associated Factor, acetilasa de histonas. 

PCR, Polymerase Chain Reaction, reacción en cadena de la polimerasa. 

PDK1, 3´Phosphoinositide-Dependent Kinase 1, quinasa implicada en la señalización del TCR. 

PE, Phycoerithrin, ficoeritrina. 

PEN-2, Presenilin ENhancer-2, subunidad reguladora de γ-secretasa. 

PEST, dominio rico en prolina, ácido glutámico, serina y treonina, relevante en degradación. 

PIP2, PhosphoInositol Phosphate 2, fosfatidil inositol 4,5 bifosfato, molécula de señalización por el 
TCR. 

PKC, Protein Kinase C, quinasa implicada en la señalización del TCR. 
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PLCγ, 3´PhosphoLipase Cγ, fosfolipasa implicada en la señalización del TCR. 

PMA, Phorbol 12-Myristate 13-Acetate, miristato acetato de forbol - agente activador de la PKC. 

PMA+I, PMA + ionomicina. 

PMSF, PhenylMethylSulfonyl Fluoride, fluoruro de fenilmetilsulfonilo. 

PSGL-1, P-Selectine Glycoprotein Ligand-1, ligando de P-selectina-1. 

qChIP, quantitative ChIP, ChIP cuantitativo. 

qPCR, quantitative PCR, PCR cuantitativa. 

RAG, Recombination Activating Gene, endonucleasa de la recombinación V(D)J. 

RAM, RBPJκ Association Module, módulo de ICN1 de reconocimiento de RBPJκ. 

RBPJκ, immunoglobulin Jκ gene segment Recombination Protein, FT clave en la ruta de Notch. 

RHD, Runt Homology Domain, dominio que incluye el DBD y la región de reclutamiento de CBFβ 
en los FT RUNX . 

RORγt, Retinoic acid-related Orphan Receptor γ of T cells, FT implicado en selección-b. 

RNApol2, RNA polymerase 2, ARN polimerasa 2. 

rpm, revoluciones por minuto. 

RT-qPCR, Retro-Transcriptase-mediated qPCR, qPCR mediada por transcriptasa reversa. 

SDS, Sodium Dodecyl Sulfate, dodecil sulfato sódico. 

SE, superenhancer. 

shRNA, small hairpin RNA, pequeños ARN de doble cadena en forma de horquilla. 

SKIP, SKi Interacting Protein, represor reclutado por RBPJκ. 

SLP-76, SH2-domain containing Leukocyte Protein of 76 KDa, proteína adaptadora implicada en la 
señalización del TCR. 

SMRT, Silencing Mediator of Retinoic Acid, represor reclutado por RPBJκ. 

SP, Simple Positive, simples positivos. 

RSS, Recombination Signal Sequence, secuencia señal de recombinación V(D)J. 

STAT, Signal Transducer and Activator of Transcription, transductoras de señal y activadoras de 
transcripción. 

SYK, Spleen Tyrosin Kinase, quinasa implicada en la señalización del TCR. 

TAD, Topologically Associated Domain, dominio de asociación topológico. 
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TD, Transactivation Domain, dominio de transactivación. 

TCF, T Cell Factor, familia de FTs. 

TCR, T Cell Receptor, receptor de linfocitos T. 

TdT, Terminal dinucleotide Transferase, transferasa terminal de dinucleótidos, enzima imvolucrada 
en la recombinación V(D)J. 

TEA, T Early α promoter exon, exon situado 5´ de los segmentos Jα.  

TEAp, T Early α promoter, promotor situado 5´ de los segmentos Jα. 

TEC, Thymic Epithelial Cells, células epiteliales del timo. 

TK, Thymidine Kinase, timidina quinasa. 

Th, T helper, células T ayudadoras. 

TLE, Transducing-Like Enhancer, correpresor transcripcional. 

Treg, células T reguladora. 

TSP, Thymus Settling Progenitors, progenitores colonizadores del timo. 

V, Variable, segmento génico de los genes de receptor de antígeno. 

VCAM-1, Vascular Cell Adhesion Molecule-1, ligando de integrinas. 
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1. Organización de la cromatina 

1.1. Niveles de compactación 

Los genomas eucariotas están empaquetedos para solucionar el problema de espacio 

que supone almacenar 2 metros de ADN dentro del núcleo celular y permitir de forma si-

multánea la transcripción y la replicación1. La cromatina puede adquirir dos configuraciones 

distintas, denominadas eucromatina y heterocromatina, según puede visualizarse por mi-

croscopía electrónica2,3,4. La eucromatina tiene una arquitectura laxa o menos compactada 

formando grandes lazos, que se corresponde con regiones del ADN transcripcionalmente 

activas, por estar expuestas a la acción de la maquinaria de transcripción. Dentro de la eu-

cromatina se distingue la denominada eucromatina constitutiva, la cual contiene los genes 

más importantes para el mantenimiento celular. La heterocromatina corresponde a la croma-

tina más condensada, que constituye alrededor del 10-20 % del total e incluye a los genes 

que no se expresan. Dentro de la heterocromatina se distinguen la heterocromatina facultati-

va, que se caracteriza por incluir a genes silenciados que pueden transcribirse tras una remo-

delación, y la heterocromatina constitutiva, que se ubica en la periferia nuclear asociada a la 

lámina nuclear y contiene genes permanentemente silenciados. La asociación de la cromati-

na con la membrana nuclear tiene efectos represivos sobre la transcripción5. Dicha asocia-

ción está regulada a través de unos dominios de ADN de asociación a la lámina nuclear 

(Lamin-Associated Domains, LAD)6, los cuales tienen una regulación dinámica durante la 

diferenciación celular7,8.  

El ADN correspondiente a los distintos cromosomas se encuentra organizado en re-

giones nucleares denominados territorios cromosómicos, de forma que cada cromosoma 

ocupa una posición estereotipada dentro el núcleo4,9 (Figura 1). Este ADN tiene un empa-

quetamiento adicional dando lugar a los llamados compartimentos A y B, los cuales com-

prenden desde decenas de kilobases (Kb) a pocas megabases (Mb) y están formados por 

cromatina activa e inactiva, respectivamente, y están definidos por estados epigenéticos si-

milares. Los compartimentos A y B pueden establecer contactos intra- e inter-cromosómicos 

con otros compartimentos del mismo tipo. 

Mediante tecnologías derivadas de la captura de conformación cromosomal (Chro-

mosome Conformation Capture, 3C), en las cuales las interacciones del ADN que ocurren in 

vivo entre secuencias conocidas, en el caso de 3C, o desconocidas, en el caso de 4C o HiC, 

son atrapadas mediante entrecruzamientos químicos con formaldehído, se ha observado que 
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el genoma se encuentra compartimentalizado en dominios de alrededor de 1 Mb llamados 

dominios de asociación topológica (Topological Association Domains, TAD)10,4,11,12,13,14 

(Figura 1). Un TAD se caracteriza porque las regiones dentro del mismo interactúan física-

mente entre sí con más frecuencia que con regiones fuera del TAD. Estructuralmente los 

TAD están delimitados por regiones enriquecidas en genes constitutivos (housekeeping) o 

tRNA, pero más frecuentemente por sitios para el factor de unión a la secuencia CCCTC 

(CCCTC binding Factor, CTCF). CTCF es un factor ubicuo muy conservado con múltiples 

funciones, incluyendo activación y represión transcripcionales, y la capacidad de aislar a un 

promotor de la influencia de un potenciador transcripcional (enhancer)15. Los límites o bor-

des de los TAD permanecen invariables entre distintos tipos celulares y muestran una gran 

conservación evolutiva entre distintas especies. Las evidencias experimentales indican que 

los TAD regulan la probabilidad de contacto entre enhancers y promotores transcripcionales 

dentro un mismo TAD, ya que al delecionar el límite entre dos TAD se generan contactos 

entre regiones previamente aisladas dando lugar  a una expresión génica aberrante que deri-

va en enfermedades como cáncer y problemas en el desarrollo4. Aunque la mayoría de los 

TAD exhiben una estructura fija, se ha observado en muchos de ellos un fenómeno que se 

conoce como extrusión consistente en que la cromatina presente entre los dos límites de un 

TAD (o elementos barrera, EB) se desliza permitiendo el escaneo de las interacciones entre 

las secuencias presentes en dicho lazo. Este efecto ocurre a través de la acción de un factor 

de extrusión, que normalmente consiste en un anillo de complejos de cohesina y condensina 

reclutados a los EB a través de su unión a CTCF16. El proceso de extrusión permite el con-

tacto físico de las regiones delimitadas por los dos EB, mientras que al mismo tiempo se  

restringen las interacciones más allá de estos puntos. Así los complejos de cohesina y con-

densina están implicados  en la cohesión de las cromátidas durante la división celular me-

diante la formación de un anillo alrededor de las dos hebras de ADN recién replicadas17, 

mientras que en la interfase, estos complejos participan en la organización del genoma me-

diante su reclutamiento a CTCF en aproximadamente el 70% de los sitios donde CTCF se 

encuentra unido al ADN, siendo necesarios para la formación de los lazos de cromatina y el 

aislamiento funcional de regiones génicas18,19,20,21,22.  
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Figura 1. Organización del ADN en los cromosomas. El ADN se organiza a mayor escala en territorios cro-
mosomales (arriba a la izquierda). Dentro de estos territorios cromosomales, en un nivel mayor de empaqueta-
miento mayor, se detecta una organización en compartimentos A y B (arriba a la derecha). Estos compartimen-
tos están caracterizados por su estado epigenético, existiendo compartimentos de cromatina activa (círculos 
azules) e inactiva (círculos rojos). Los EB (pentágonos rojos) limitan unos compartimentos de otros. En una 
escala más resolutiva se encuentran los TAD (triángulo gris), donde tienen lugar interacciones (arcos) entre 
genes (flechas azules) y elementos reguladores (círculos verdes). Estos TAD se encuentran bien delimitados 
por genes constitutivos, tRNA o sitios de unión para CTCF formando los EB (pentágonos rojos). 

Por último, la compactación del ADN en la escala de menor tamaño consiste en la 

organización del genoma en nucleosomas, los cuales constituyen la subunidad básica de la 

cromatina 23. La estructura de los nucleosomas está muy conservada en la evolución y con-

siste en un segmento de ADN de 146 pares de bases (bp) y dos copias de cada uno de los 

cuatro tipos de histonas H2A, H2B, H3 y H4 (Figura 2). También se considera parte de esta 

estructura al pequeño fragmento de ADN de 40-80 pb que separa un nucleosoma de otro, 

que dota a la cromatina de una mayor flexibilidad, y al que se le une la histona H1, favore-

ciendo la unión entre nucleosomas próximos, contribuyendo a una mayor compactación de 

la cromatina. 
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1.2. Epigenética 

El término epigenética se refiere a las alteraciones heredables de la estructura de la 

cromatina que determinan la expresión génica de las células, más allá de la secuencia del 

genoma. Este término fue acuñado por Conrad Waddington en 194224. Entre los mecanis-

mos epigenéticos más relevantes para la regulación génica destacan la metilación de las cito-

sinas y las modificaciones covalentes de las histonas25,23,26. Estas modificaciones son las que 

permiten la diferenciación de las células de un organismo desde una célula madre embriona-

ria (Embryonic Stem Cell, ESC) para dar lugar a los distintos tejidos y órganos, teniendo 

todas ellas la misma secuencia en su ADN, y también están relacionadas con transformacio-

nes celulares que resultan en cáncer. 

Un alto nivel de metilación se asocia con el silenciamiento génico26. En general, este 

proceso ocurre en las llamadas islas CpG, regiones con alta concentración de citosinas y 

guaninas, que se encuentran en algunos promotores. Este proceso ocurre por acción de las 

ADN metil-transferasas (DNA Methyl Tranferases, DMT), las cuales se encargan de mante-

ner los patrones de metilación específicos de las células. En mamíferos, aproximadamente 

un 70% de las CpG están metiladas. Este proceso se correlaciona generalmente con el silen-

ciamiento génico. La metilación del ADN afecta a la capacidad de unión de los factores de 

transcripción (FT) a regiones reguladoras y a la estabilidad de los nucleosomas. El silencia-

miento inducido por la metilación de CpG ocurre por la inhibición directa de la unión de los 

FT al ADN o el reclutamiento de proteínas represoras que contienen un dominio de unión a 

grupos metilo (Methyl Binding Domain, MBD). El silenciamiento génico de determinados 

genes supresores de tumores por este mecanismo está asociado con cáncer.  

Los nucleosomas constituyen elementos dinámicos de compactación y descompacta-

ción de la cromatina al estar expuestos a una serie de modificaciones covalentes de las his-

tonas mediados por determinados enzimas reclutados a la cromatina25,23. Estos cambios ocu-

rren en residuos de lisina, arginina y serina de los extremos amino-terminales de las histo-

nas, e incluyen metilación, acetilación, fosforilación, ubiquitinación y sumoilación, dando 

lugar a lo que se conoce como “código de las histonas”27 (Figura 2). Dentro de estas modifi-

caciones se han descrito mono-, bi- y tri-metilación de lisinas, acetilación de lisinas, fosfori-

lación de serinas, metilación de argininas y ubiquitinación de lisinas, siendo las más estudia-

das la metilación y la acetilación.  
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El estado de acetilación de las histonas en los nucleosomas es muy dinámico y está 

regulado por dos grupos de enzimas que funcionan de forma opuesta: las acetiltranferasas de 

histonas (Histone Acetyl Transferases, HAT) que se encargan de acetilar a las histonas y las 

deacetilasas de histonas (Histone DeACetylases, HDAC) que causan su desacetilación. De la 

misma forma, el estado de metilación de las histonas está regulado por dos familias de enzi-

mas: las metiltransferasas de histonas (Histone Methyl Transferases, HMT) y las demetila-

sas de histonas (Histone DeMethylases, HDM)28,29. La acetilación de histonas actúa median-

te la neutralización de la carga positiva de las histonas en el nucleosoma, disminuyendo la 

unión entre éstas y el ADN cargado negativamente, dando lugar a que la molécula de ADN 

quede más libre, favoreciendo procesos como su transcripción génica o replicación27. Las 

funciones de la metilación de histonas en la estructura de la cromatina y en la transcripción 

génica son diversas. Las HMT catalizan la transferencia de uno, dos o tres grupos metilo a 

los residuos de arginina o lisina y, de forma contraria, las demetilasas eliminan los grupos 

metilo28. La metilación de histonas contribuye a la regulación de la estructura de los nucleo-

somas actuando junto a otros remodeladores de cromatina. A diferencia de la acetilación de 

histonas, la metilación no cambia el estado eléctrico de las histonas, y por tanto, no altera la 

unión histonas-ADN,  pero interfiere en la interacción entre la cromatina y los FT30,31.  

 

Figura 2. Nucleosomas y marcas de histonas. Los nucleosomas constituyen la unidad básica de la cromatina 
y constan de un fragmento de ADN de 146 pb y dos copias de cada uno de los tipos de histonas H2A, H2B, H3 
y H4. También se considera parte de la estructura del nucleosoma al segmento de ADN de 40-80 pb que separa 
un nucleosoma de otro donde se une la histona H1 (ilustración de la izquierda). Las histonas están expuestas a 
modificaciones en sus extremos amino-terminales o “colas” (ilustración de la derecha). Entre las posibles mo-
dificaciones, la metilación y la acetilación son las más frecuentes. Normalmente la acetilación de residuos de 
las histonas (indicada en verde) está relacionada con una descompactación de los nucleosomas y una transcrip-
ción activa, mientras que la metilación (indicada en rojo) actuará de forma diferente dependiendo de los resi-
duos implicados dando lugar a una cromatina más o menos compacta. 
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Las regiones de heterocromatina son inaccesibles a la maquinaria de transcripción y 

están caracterizadas por bajos niveles de acetilación y altos niveles de metilación en algunos 

residuos como en las lisina 9 y 27 de la histona H3 (H3K9 y H3K27) y la lisina 20 de la his-

tona H4 (H4K20). Por el contrario, la eucromatina activa transcripcionalmente destaca por 

una alta hiperacetilación y por la trimetilación de las lisinas 4, 36 y 79 de la histona H3, 

(H3K4me3, H3K36m3 y H3K79me3).  

1.3. Complejos remodeladores de la cromatina 

El proceso de remodelación de la cromatina implica la modificación dinámica de la 

arquitectura de la cromatina para permitir el acceso de la maquinaria de transcripción a tra-

vés del ADN genómico para el control de la expresión génica32,33. A diferencia de las modi-

ficaciones de histonas, las cuales no requieren energía, la remodelación de la cromatina es 

un proceso dependiente de energía, en el cual los complejos remodeladores necesitan ener-

gía para cambiar la estructura del nucleosoma34. Los complejos remodeladores de la croma-

tina pueden cambian la compactación del ADN genómico incorporando nuevas histonas al 

nucleosoma o eliminando histonas ya presentes en los nucleosomas, siendo capaces de mo-

ver, eliminar o reestructurar los nucleosomas. Estos complejos tienen una actividad ATPasa 

que requiere el consumo de ATP, captando una energía que permite  el reposicionamiento de 

los nucleosomas a lo largo del ADN, mediante la eliminación de histonas o facilitando el 

intercambio de diferentes tipos de histonas. De esta manera se induce la aparición de regio-

nes libres de nucleosomas que facilitan la activación génica. En células eucariotas existen al 

menos cinco complejos capaces de remodelar la cromatina: SWI/SNF, ISWI, NuRD/Mi-

2/CDH, INO80 y SWR1, siendo los dos primeros los mejor estudiados. Estos complejos son 

importantes durante la reparación, replicación y transcripción génicas. 

2. Elementos reguladores de la transcripción génica	  

2.1. Enhancers 

Los enhancers son elementos reguladores constituidos por cortas secuencias de ADN 

que actúan en cis, incrementando la  transcripción génica35,36. Estas secuencias actúan como 

una plataforma para el ensamblaje cooperativo de determinados FT, dando lugar a una es-

tructura denominada “enhanceosoma”. Pueden llevar a cabo su función de manera indepen-

diente de su orientación y de la distancia al promotor (o promotores) que regula(n). La acti-

vidad de los enhancers suele estar restringida a un tejido o tipo celular, un momento deter-
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minado o a ciertas condiciones fisiológicas, patológicas o ambientales. La identificación de 

los enhancers es un desafío debido a que suelen estar localizados a grandes distancias del 

gen que regula, en la zona 3´, 5´o dentro de intrones35. De hecho, en ocasiones, se encuen-

tran a varios cientos de Kb o incluso Mb de distancia de su promotor específico. Otra razón 

que complica su identificación es que tienen unas secuencias muy variables, lo que dificulta 

su búsqueda computacional. Se han desarrollado varias técnicas para identificar y evaluar la 

actividad de elementos reguladores dentro de su contexto endógeno, derivadas de las ya co-

nocidas técnicas de hipersensibilidad a la digestión por enzimas, como la DNasaI,  e inmu-

noprecipitación de cromatina (Chromatin ImmunoPrecipitation, ChIP), que pueden asociar-

se a la secuenciación de última generación (seq) dando lugar a DNAse-seq o ChIP-seq, per-

mitiendo mapear la presencia de los enhancers en el genoma global. Además se han sumado 

otras técnicas como ATAC-seq, que permite identificar regiones abiertas de la cromatina, y 

técnicas derivadas de 3C, que permiten visualizar las interacciones físicas entre regiones 

distantes. La evaluación de la funcionalidad in vitro de los enhancers se suele realizar me-

diante transfecciones de construcciones con genes reporteros como el gen de la luciferasa de 

luciérnaga (LUC), mientras que la evaluación in vivo se realiza por mutación o deleción de 

la secuencia del genoma o la expresión de genes reporteros como lacZ de Escherichia coli 

con actividad β-galactosidasa36. 

Los complejos remodeladores de cromatina y las enzimas modificadoras actúan mo-

dulando la estructura de la cromatina de la región de influencia de un enhancer. De esta 

forma, los primeros se encargan de eliminar o cambiar de lugar nucleosomas creando regio-

nes libres para el reclutamiento de FT, mientras que las enzimas modificadoras de histonas 

se encargan de establecer el patrón epigenético de un gen en un tipo celular y momento de-

terminados37,38,39. Los mapas del estado de la cromatina obtenidos en estudios epigenéticos, 

han permitido establecer una clasificación de los estados funcionales diferentes de los en-

hancer 40,41: los enhancers activos suelen tener elevados niveles de H3K27ac, mientras que 

los inactivos están generalmente enriquecidos en H3K27me3. También se ha definido un 

estado de activación preparado, “poised” o “primed”, a aquellos enhancers con un enrique-

cimiento simultáneo de la marca represiva H3K27me3 y de la activa H3K4me1 y suelen 

están asociados con genes regulados durante el desarrollo que se expresan poco en ESC, 

pero están listos para  su rápida activación cuando reciban las correspondientes señales de 

diferenciación42. 
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2.2. Promotores 

Los promotores transcripcionales son secuencias de 100-1.000 pb en posición 5´ del 

sitio de inicio de la transcripción que reclutan a la ARN polimerasa II (RNA Polymerase 2, 

RNAPol2) y determinan qué cadena de ADN va a ser transcrita (es decir, qué cadena es la 

cadena sentido) y en qué dirección se producirá la transcripción43,44. Además de la RNA-

Pol2, los promotores reclutan una serie de factores de la iniciación y elongación de la trans-

cripción, además de FT, que permiten el movimiento de la polimerasa a lo largo del gen y la 

iniciación del proceso de transcripción44. El llamado promotor mínimo consiste en el sitio de 

iniciación de la transcripción (Transcription Start Site, TSS) y unos pocos sitios situados 5´ 

del mismo, entre los cuales destaca la denominada “caja TATA” situada alrededor de 30 pb 

5´del TSS, donde se recluta la proteína de unión a TATA (TATA-Binding Protein, TBP). 

TBP constituye una subunidad del complejo general de transcripción llamado TFIID, el cual 

es el primer complejo reclutado al promotor durante la iniciación de la trancripción, ayudan-

do a la RNApol2 a localizar el TSS.  Sin embargo, solo aproximadamente el 10-20% de los 

promotores humanos tienen caja TATA, por lo que otros factores y secuencias están también 

implicados en esta función. La unión de TFIID inicia el reclutamiento de otros complejos 

generales necesarios para comenzar la transcripción, tales como TFIIA, TFIIB y TFIIF, to-

dos ellos formados por varias subunidades. 

Para que un enhancer lleve a cabo su función, los FT unidos reclutan complejos re-

modeladores de cromatina y enzimas modificadoras de histonas, además de un complejo 

denominado “Mediador”, formado por la propia RNApol2 y múltiples subunidades, que 

pone en contacto físico al enhancer con su promotor correspondiente45. La asociación entre 

enhancers y promotores a través del Mediador parece ser establecido a través del fenómeno 

universal de formación de fases líquido-líquido a través de la condensación de FT y coacti-

vadores46. 

3. Desarrollo de los linfocitos T  

3.1. Etapas de diferenciación desde progenitores a linfocitos T 

3.1.1. Etapa pre-tímica 

El mantenimiento de la producción de células sanguíneas a lo largo de la vida de un 

individuo es responsabilidad de unas células ubicadas en la médula ósea, denominadas célu-

las madre hematopoyéticas (Hematopoietic Stem Cells, HSC)47. Estas células tienen diversas 
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características propias, pero son dos las propiedades más reseñables. En primer lugar estas 

células son capaces de generar más HSC, en un proceso denominado auto-renovación. En 

segundo lugar, las HSC tienen el potencial para diferenciarse a varias células progenitoras 

que, a su vez, darán lugar a otros tipos celulares en función de determinadas rutas específi-

cas. El resultado de esta capacidad de diferenciación es la producción continua de un sufi-

ciente, pero no excesivo, número de células de todos los linajes hematopoyéticos. Estas cua-

lidades hacen que el transplante de médula ósea sea un procedimiento de enorme utilidad 

clínica para la restitución de todos estos linajes. 

En vertebrados la producción y diferenciación de las HSC o hematopoyesis ocurre en 

una variedad de localizaciones que van cambiando durante el desarrollo48. Durante la fase 

embrionaria de mamíferos, los sitios u órganos donde tiene lugar la hematopoyesis incluyen 

el saco vitelino, un área que rodea la aorta dorsal denominada región mesonefrosa aorta-

gonadal, el hígado fetal y la médula ósea. Hace unos años también se reconoció la placenta 

como un órgano adicional para la hematopoiesis. En los individuos adultos, la hematopoye-

sis ocurre exclusivamente en la médula ósea. Las propiedades de las HSC presentes en cada 

localización difieren, es decir dependiendo del nicho donde se encuentren van a tener unas 

características intrínsecas distintas. Por ejemplo, las HSC presentes en el hígado fetal están 

constantemente diferenciándose, mientras que las HSC residentes en la médula ósea se en-

cuentran en un estado quiescente49. 

Así pues, las HSC son células multipotentes que reponen continuamente todos los ti-

pos de células sanguíneas a través de una serie de pasos restringidos a cada linaje que con-

ducen a células cada vez más diferenciadas y con un potencial más limitado. Las decisiones 

que toman las HSC para diferenciar a un tipo celular u otro dependen de la activación o in-

hibición de determinados FT pioneros que son específicos de cada linaje50. Los FT pioneros 

y restringidos de cada linaje se expresan en bajos niveles en las HSC y los progenitores mul-

tipotenciales (MultiPotent Progenitors, MPP), sugiriendo que los genes de dichos factores 

están preparados para la rápida inducción de su expresión durante la diferenciación. Ade-

más, un número significativo de HSC (30-60%) coexpresan FT asociados con linajes dife-

rentes, sugiriendo que estas células están preparadas para poder activar distintos programas 

de diferenciación. Una característica de los FT pioneros es su capacidad de poder unirse a la 

cromatina condensada de enhancers empaquetados en nucleosomas, reclutando a otros FT y 

enzimas modificadoras de la cromatina. 
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A lo largo de los años se han establecido distintos modelos para entender la diferen-

ciación de las HSC hacia los distintos linajes de células sanguíneas50 (Figura 3). Los prime-

ros estudios establecieron el denominado “modelo clásico”, en el cual las HSC dan lugar a 

los MPP, también conocidos como HSC de corto plazo, capaces de diferenciar hacia proge-

nitores comunes mieloides (Common Myeloid Progenitors, CMP) y progenitores comunes 

linfoides (Common Lymphoid Progenitors, CLP), que a su vez pueden originar otros tipos 

celulares más específicos. En esta clasificación clásica, los CLP dan lugar a los linfocitos B 

y T, mientras que los CMP pueden diferenciar hacia dos ramas, originando progenitores 

mieloides y eritroides (Myeloid Erithroid Progenitors, MEP) y progenitores granulocíticos y 

monociticos (Granulocytic Monocytic Progenitors, GMP). En los últimos años se ha com-

probado que las poblaciones HSC y MPP son más heterogéneas de lo que se pensaba en un 

principio, estableciéndose que los MPP pueden dar lugar a progenitores de carácter linfo-

mieloide (LymphoMyeloid Progenitors, LMPP), que han perdido el potencial para diferen-

ciar hacia el linaje megacariocítico/eritroide, por lo que se ha revisado el modelo clásico. 

Este modelo revisado también establece que el linaje megacariocítico/eritroide, además de 

derivar de los MPP, puede también derivar directamente de las HSC. Más recientemente se 

ha establecido un nuevo modelo, denominado “modelo bypass-mieloide”, que apoya que los 

progenitores de los linajes mieloide y megacariocítico tienen capacidad de autorenovación y 

derivación hacia el linaje mieloide. Este modelo, a diferencia de los anteriores, apoya que la 

capacidad de multipotencialidad y la autorenovación deben ir acoplados. 

 

Figura 3. Modelos de desarrollo de células hematopoyéticas. A la izquierdas e representa el modelo clásico, 
en el cual las HSC dan lugar a MPP capaces de diferenciar hacia CMP (que originan progenitores mieloides, 
eritroides, granulociticos y monocitos) y CLP (que originan linfocitos B y T, células asesinas naturales o Natu-
ral Killer (NK) y células dendríticas). En el centro se representa el modelo revisado, en el que aparece una 
nueva población, LMPP, incapaces de diferenciar hacia el linaje megacariocitico/eritroide y que tienen la capa-
cidad de derivar a progenitores GMP, CLP y células T y NK). A la derecha se representa el modelo “bypass 
mieloide” con la novedad de que los linajes mieloide y megacariocitico tienen capacidad de autorenovación y 
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derivación hacia el linaje mieloide. HSC: célula madre hematopoyética; MPP: progenitores multipotentes; 
CMP: progenitor mieloide común; CLP: progenitor linfoide común; MEP: progenitores eritroides mieloides; 
GMP: progenitores monocíticos granulocíticos; LMPP: progenitores linfomieloides; MyRP: progenitores repo-
bladores restringidos a mieloide. Ilustración modificada de Laurenti E. y Göttgens B. (2018). 

3.1.2. Etapa tímica: generación de los linfocitos T 

La producción de linfocitos T en el individuo adulto tiene lugar en el timo tras la 

emigración de progenitores derivados de la médula ósea en ondas reguladas temporalmente, 

dependiendo de la disponibilidad de espacio51. Esta importación celular al timo tiene lugar 

de forma continua mediante dos pasos: en primer lugar, los progenitores son movilizados 

desde la médula ósea a la sangre y, después, los progenitores se establecen en el timo. Tras 

su asentamiento en el timo, los progenitores van diferenciándose hacia distintos tipos celula-

res con una mayor identidad del linaje de linfocitos T y, por tanto, van perdiendo la capaci-

dad para diferenciar a otros linajes alternativos. Para lograr el compromiso al linaje T, los 

progenitores han de estar bajo el control de la señalización mediada por el receptor Notch en 

conjunción con numerosos FT constitutivos. 

El concepto de “potencial de linaje T” es algo ambiguo, ya que los CLP, aunque tie-

nen una fuerte identidad linfoide, pueden dar lugar in vivo bajo ciertas condiciones a células 

mieloides, mientras que los progenitores comprometidos a células dendríticas pueden ser 

reprogramados hacia el linaje T mediante trasferencia intratímica52. La identificación de los 

progenitores que van a colonizan el timo (Thymus Settling Progenitors, TSP) ha sido un 

gran reto, debido a que estas células son escasas y difíciles de encontrar en médula ósea o en 

sangre. Estas células tienen un fenotipo Linaje- (definido por la ausencia en membrana de 

determinados marcadores que caracterizan a otros linajes hematopoyéticos) KIT+ FLT3+ 

CD24-/lo PSGL1+ CCR9+ y que deben cumplir tres criterios: 1) potencial de diferenciación 

hacia el linaje T, 2) capacidad de abandonar la médula ósea e incorporarse a la circulación, y 

3) capacidad de entrar al timo. Aunque otros progenitores, como MPP, LMPP y CLP, tam-

bién tienen la capacidad de colonizar el timo y dar lugar a células T si son FLT3+, solo pue-

den hacerlo si son inyectadas dentro del timo53. Más recientemente, se ha propuesto que el 

timo fetal de ratón es colonizado en dos oleadas por progenitores diferentes: entre los días 

embrionarios (E) E12 a E15 el timo es colonizado por CLP, pero a partir de E16 el timo es 

colonizado por LMPP54, siendo los CLP más eficientes colonizadores del timo que los 

LMPP55. Los progenitores que consiguen establecerse en el timo son denominados progeni-

tores tímicos tempranos (Early Thymic Progenitor, ETP). Aunque los ETP poseen un fuerte 

potencial de linaje T, poseen potencial para diferenciar a otros linajes alternativos como lin-
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focitos B, células asesinas naturales (Natural Killer, NK), células dendríticas y células mie-

loides. El hecho que los ETP posean potencial mieloide va en contra de la noción que el 

progenitor del que parten los TSP sea de carácter exclusivamente linfoide.  

La entrada en el timo de los TSP ocurre a través de la unión córtico-medular, para lo 

cual estas células abandonan el torrente sanguíneo a través del endotelio vascular56. Para 

ello, los TSP se adhieren al endotelio vascular tímico mediante la interacción entre P-

selectina y el ligando PSGL-1 (P-Selectine Glycoprotein Ligand-1). Esta adhesión puede 

también ser mediada a través de la integrina α4β1 y su ligando VCAM-1 (Vascular Cell 

Adhesion Molecule-1). En una segunda etapa de colonización del timo, se produce una acti-

vación celular donde quimioquinas, tales como CCL25 y CCL19 (Chemokine C-C Ligand 

25 y 19), secretadas por las células epiteliales tímicas (Thymic Epithelial Cells, TEC), se 

unen a sus respectivos receptores, CCR9 y CCR7 (Chemokine C-C Receptor 9 y 7), presen-

tes en los TSP. Este paso es muy importante ya que los progenitores Ccr9-/- o Ccr7-/- generan 

pocos ETP. Finalmente los TSP necesitan adherirse a la pared vascular más fuertemente 

antes de extravasarse de los vasos y entrar en el estroma tímico. Esta adhesión es mediada 

por unión de las integrinas αLβ2 y α4β1 a sus respectivos ligandos, ICAM-1 (InterCellular 

Adhesion Molecule-1) y VCAM-1.  

Durante su desarrollo hacia el linaje T en el interior del estroma tímico, los ETP ma-

duran progresivamente a través de diferentes poblaciones de timocitos que pueden ser dis-

tinguidas en base a la expresión de los marcadores de superficie CD4 y CD857,58 (Figura 4): 

timocitos dobles negativos CD4-CD8- (DN), timocitos inmaduros simples-positivos (Imma-

ture Simple Positive, ISP) CD8+ en ratón y CD4+ en humanos, timocitos dobles positivos 

CD4+CD8+ (DP) y timocitos simples positivos (SP) CD4+ o CD8+ . Los timocitos DN, cons-

tituyen el 2-5% de los timocitos totales, siendo la población más inmadura. Estos timocitos 

también son conocidos como células pro-T y engloban cuatro  subpoblaciones dependiendo 

de la expresión en membrana de CD25 y CD44: DN1 (CD44+CD25-), que corresponden a 

los ETP, DN2 (CD44+CD25+), DN3 (CD44-CD25+), y DN4 (CD44-CD25-). En la población 

DN2 se pueden distinguir dos subpoblaciones dependiendo de la expresión del marcador de 

superficie KIT: DN2a (con alta expresión de KIT, KIThigh) y DN2b (con baja expression de 

KIT, KITlow)59. El compromiso al linaje T ocurre en la transición de timocitos DN2a a 

DN2b57. Los timocitos DN3 también se dividen en dos subpoblaciones, basadas en la expre-

sión de CD27: DN3a (con baja expression de CD27, CD27low) y DN3b (con alta expression 

de CD27, CD27high)59,60. Los timocitos DN3a son células pequeñas quiescentes mientras que 
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los timocitos DN3b son células grandes y activadas, listas para comenzar a proliferar. Du-

rante la diferenciación de timocitos de DN3a a DP, las células llevan a cabo una intensa pro-

liferación, de forma que los timocitos DP constituyen aproximadamente el 80% del total de 

los timocitos. Se pueden distinguir dos poblaciones DP en función de la expresión de CD71: 

timocitos DP tempranos (early DP, eDP) (CD71+) y timocitos DP tardíos (late DP, lDP) 

(CD71-)61. Los timocitos eDP son células grandes que han diferenciado a timocitos DP re-

cientemente desde células ISP y constituyen aproximadamente el 10% del total de timocitos 

DP, mientras que los timocitos lDP son pequeñas células en reposo y constituyen aproxima-

damente el 70-75% de los timocitos totales. Los timocitos lDP pueden diferenciar a timoci-

tos SP CD4+ o CD8+, los cuales constituyen aproximadamente el 15% del total de los timo-

citos. 

                       

Figura 4. Etapas de diferenciación de los timocitos. Esquema de maduración de los timocitos representando 
los estadios y los reordenamientos de los genes del TCR. El timo es representado como un rectángulo de color 
rosa. La selección-β, la selección-γδ y la selección positiva están indicadas y dependen de la expresión del pre-
TCR, TCRγδ o TCRαβ, respectivamente. Las intensidades de la señalización de Notch e interleuquina 7 (IL-7) 
están indicadas. La maduración de los timocitos a linfocitos T αβ y γδ se representa por el cambio de amarillo 
a azul o rojo, respectivamente. 

Existen dos linajes de linfocitos T, T αβ y T γδ, los cuales se diferencian por la ex-

presión de receptores de antígeno (TCR, T cell receptor), constituidos por heterodímeros 

formados por las cadenas TCRα y TCRβ, o TCRγ y TCRδ, respectivamente58,62. Los timoci-

tos tempranos DN1-DN3a son precursores de los dos linajes (Figura 4). Los linfocitos T γδ 

derivan directamente de timocitos DN2b y DN3a, mientras que los linfocitos T αβ derivan 

de los timocitos DP. Todos los timocitos DP expresan un TCRαβ, pero solo un pequeño 

porcentaje son seleccionados, en función de la afinidad de su receptor por antígenos propios 

expresados en el estroma tímico, diferenciando al estadio SP y migrando hacia la periferia 



33	  
	  

como linfocitos T αβ. Además un pequeño porcentaje de timocitos DP con un TCRαβ poco 

diverso también diferencian hacia una población de linfocitos T con características de célu-

las NK, células NK-T (Natural Killer T cells)57. 

4. Señalizaciones para el desarrollo de los linfocitos T en el timo 

Las TEC residen en la corteza y en la médula del timo, lo que se llama estroma tími-

co, proporcionando el nicho adecuado para que los timocitos diferencien a linfocitos T57. 

Entre las señalizaciones más importantes recibidas por los timocitos más se encuentran las 

mediadas por los receptores Notch, Wnt, interleuquina 7 (IL-7), IL-7R, y los TCR63,64,65. 

 Durante las primeras etapas de maduración, la señalización de Notch promueve el 

desarrollo de timocitos DN1 a timocitos DN3a, comprometiendo a los precursores hacia el 

linaje de los linfocitos T, la señalización de Wnt es importante en la diferenciación de timo-

citos DN3a a etapas posteriores, mientras que la señalización mediada por IL-7R resulta 

esencial durante los estadios de DN2 a DN4, participando en la supervivencia y en la protec-

ción celular contra la apoptosis. La transición de los timocitos DN3a a DP, pasando por los 

estadios DN3b, DN4 e ISP, depende de la señalización mediada por un receptor transitorio 

expresado en timocitos DN3a denominado pre-TCR, que  junto con las señalizaciones me-

diadas por Notch e IL-7R, da lugar a un proceso conocido como selección-β57,58. La expre-

sión de un TCRγδ en timocitos DN2 o DN3a da lugar a una señalización que posibilita la 

diferenciación a linfocitos T γδ en un proceso denominado selección-γδ, mientras que la 

expresión de un TCRαβ en timocitos DP da lugar a una señalización que posibilita la dife-

renciación a linfocitos T αβ en un proceso denominado selección positiva. 

4.1. Señalización mediada por Notch 

La ruta de señalización de Notch está evolutivamente muy conservada y presente en 

la mayoría de organismos multicelulares, desempeñando un papel de regulación en procesos 

tan importantes como la proliferación, la diferenciación, la apoptosis y la supervivencia ce-

lulares66. Los componentes de esta ruta están implicados en la especificación de linajes en 

una gran variedad de tejidos, siendo esencial para el compromiso de los ETP al linaje T.  

4.1.1. Estructura de los receptores Notch y sus ligandos 

Notch constituye una familia de receptores transmembrana formada por cuatro 

miembros, NOTCH1-4, con funciones no redundantes67,68. Las células T expresan 
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NOTCH1, 2 y 3. Estos receptores se sintetizan como un precursor de 300 KDa que sufre un 

corte proteolítico en el aparato de Golgi en un sitio denominado S1, localizado cerca del 

dominio transmembrana. Esta escisión ocurre por acción de una proteasa del tipo Furina, 

originando un heterodímero que se mantiene unido por enlaces iónicos dependientes de Ca2+ 

69,70. Los dos polipéptidos resultantes definen las dos subunidades que componen la forma 

madura del receptor de membrana. La subunidad extracelular se encuentra totalmente en el 

exterior, mientras que la otra subunidad tiene una pequeña parte extracelular de 70 aminoá-

cidos, una porción transmembrana y un dominio intracelular. La subunidad extracelular tie-

ne 29-36 dominios similares a los que se encuentran en el factor de crecimiento epidérmico 

(Epidermal Growth Factor, EGF) involucrado en las interacciones receptor-ligando71. A 

continuación se encuentra una región reguladora negativa (Negative Regulatory Region, 

NRR), compuesta por tres repeticiones ricas en cisteína (Lin12 Notch Region, LNR) y un 

homeodominio (HomeoDomain, HD), donde se enlazan los dos fragmentos resultantes de la 

escisión en el sitio S172. La NRR es crucial para prevenir la activación de Notch en ausencia 

de interacción con ligando. Tras la interacción receptor-ligando, la NRR sufre cambios con-

formacionales que permiten la acción de proteasas de la familia de metaloproteasas ADAM 

(A Disintegrin And Metalloproteinase) en el sitio de escisión denominado S2, ubicado en la 

región extracelular y que generalmente está enmascarado por la LNR73. Aunque varios 

miembros de la familia ADAM son capaces de activar la ruta de Notch, ADAM10 es el más 

relevante en este proceso74. La escisión en el sitio S2 resulta en una forma de Notch activada 

anclada a la membrana (Notch Extra-Cellular Truncation, NEXT), que carece de la parte 

extracelular. NEXT es entonces escindida por la proteasa multimérica γ-secretasa, formada 

por varias proteínas, de las cuales presenilina es la subunidad catalítica y nicastrina, APH-1 

(Antherior PHarynx defective-1) y PEN-2 (Presenilin ENhancer-2) constituyen las subuni-

dades reguladoras, mediante dos cortes. El primer corte ocurre en el sitio denominado S3 y 

el segundo corte en el sitio denominado S4, presentes ambos en el dominio transmembrana 

adyacente al dominio HD, quedando libre el dominio intracelular (IntraCellular Notch, 

ICN)75. Los cortes en los sitios S3 y S4 ocurren solo después de que se haya producido la 

escisión en el sitio S2, ya que es entonces cuando resultan accesibles los sitios S3 y S4 a la 

acción de la γ-secretasa76. La liberación de ICN permite que se inicie la señalización de 

Notch, translocándose al núcleo y actuando como un coactivador transcripcional de los ge-

nes diana de esta ruta (Figura 5).  
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Figura 5. Ruta de señalización de Notch. El ligando Delta-like se une al receptor Notch. Esta unión provoca 
la escisión de la porción intracelular de Notch (ICN) por acción de γ-secretasa. ICN se dirige al núcleo donde 
se asocia con el FT RBPJκ que se encuentra unido a correpresores transcripcionales (CoR) y a HDAC que 
actúan inhibiendo transcripcionalmente la mayoría de los genes diana de Notch (estado reprimido). Al entrar al 
núcleo, ICN desplaza a CoR y HDAC de su unión a RBPJk y recluta coactivadores como MAML1 y HAT 
(HAc)(estado activado). 

Los ligandos de los receptores de Notch pertenecen a las familias Delta-Like (DL) o  

Jagged, Serrate en Drosophila77. En mamíferos se conocen los ligandos DL1, DL2, DL3, 

JAGGED1 y JAGGED278. Al igual que los receptores, estos ligandos también son proteínas 

transmembrana y su importancia funcional radica en el dominio extracelular. Este dominio 

incluye un motivo llamado Delta-Serrate-Lag2 (DSL) en el extremo amino-terminal, segui-

do de múltiples repeticiones de dominios EGF y un dominio rico en cisteína en la parte ad-

yacente a la membrana. El dominio intracelular también es fundamental para que el ligando 

pueda ejercer su función. Los ligandos de Notch transmiten distintos grados de activación a 

los precursores de células T, afectando de forma distinta a su potencial de proliferación y/o 

diferenciación79,80. En concreto, los ligandos Jagged inducen una activación de Notch más 

débil que  los ligandos DL, sugiriendo que la expresión de distintos ligandos de Notch en 

localizaciones concretas intratímicas son responsables de diferentes umbrales de activación 

de Notch a lo largo de la diferenciación de los timocitos81. DL4 es un ligando esencial y no 

redundante para NOTCH1 durante el compromiso de los precursores hacia el linaje T, de 

forma que DL4 y NOTCH1 son los elementos más relevantes de esta ruta de señalización 

durante las etapas de diferenciación y el desarrollo de las células T82. Este hecho determina 

que la regulación de los niveles de expresión de DL4 constituya una forma de controlar 

cuantitativamente la señalización de Notch dentro del timo83.  
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4.1.2. Vía de señalización de Notch 

ICN contiene varias regiones de interés84: 1) múltiples repeticiones de secuencias de 

reconocimiento del FT RBPJκ (RBPJκ Association Module, RAM), cuya principal función 

es facilitar la unión de ICN a RBPJκ (immunoglobulin Jκ gene segment Recombination se-

quence Binding Protein), también conocido como CSL (CBF1, Supressor of Hairless, LAG-

1), 2) repeticiones tipo anquirina (ANKirin, ANK), 3) dos secuencias de localización nuclear 

(Nuclear Localization Sequences, NLS), y 4) un dominio de transactivación que incluye en 

su extremo carboxilo-terminal una secuencia rica en prolina, ácido glutámico, serina y treo-

nina (Proline Glutamic acid Serine Treonine, PEST), la cual es necesaria para la degrada-

ción proteica tras su ubiquitinación.  

Las dos NLS dirigen a ICN al núcleo donde se asocia con RBPJκ, unido previamente 

al ADN a sitios de baja afinidad (RTGRGAR) o alta afinidad (YGTGRGAA). En ausencia 

de ICN, RBPJκ recluta a correpresores transcripcionales, incluyendo a complejos NCoR 

(Nuclear Receptor Corepressor)/SMRT (Silencing Mediator of Retinoic Acid), SKIP (SKi 

Interacting Protein), CIR (CBF1 Interacting Repressor), Hairless/CtBP (Carboxil-terminal 

Binding Protein), FHL1/KyoT2, Groucho/TLE (Transducin-Like Enhancer protein) y 

MINT (MSX2 Interacting Nuclear Target)/SHARP/SPEN, que actúan inhibiendo activa-

mente la mayoría de los genes diana de Notch85,86. Dependiendo de los correpresores reclu-

tados por RBPJκ, el grado de inhibición transcripcional es variable87. Aunque RBPJκ puede 

unirse al ADN en ausencia de ICN, esta unión es potenciada por ICN88, indicando que la 

unión de RBPJκ a los promotores diana es un proceso dinámico y regulado por esta señali-

zación89. Además de la unión de diferentes correpresores a RBPJκ para el silenciamiento de 

los genes diana de Notch, también se reclutan HDAC y HDM90,91. Por tanto, las eliminacio-

nes dinámicas de las marcas de trimetilación de la serina 4 de la histone H3 (H3K4me3) y 

desacetilación de las histonas H3 y H4 están implicadas en el silenciamiento de los genes 

diana de Notch a través de RBPJκ. Tras su traslocación al núcleo, ICN desplaza los corre-

presores unidos a RBPJκ y recluta a coactivadores de la familia Mastermind (MAsterMind 

Like, MAML), y HAT, como CBP (CREB Binding Protein), p300, PCAF (P300 and CBP 

Associated Factor) y GCN5, que activan la transcripción de los genes que responden a la 

señalización de Notch92,93. La activación transcripcional de los genes diana específicos de 

esta señalización concluye con la degradación de ICN a través de la acción de la ubiquitina, 

tras previa fosforilación por la quinasa dependiente de ciclina CDK8 (Cyclin Dependent 
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Kinase 8)92. Notch tiene entre sus principales dianas a los genes importantes en señalización, 

proliferación y diferenciación celulares, destacando los FT HES1, HEY, MYC, TCF1, 

MYC, GATA3, E2A y BCL11b, y los receptores de membrana pre-TCR e IL-7R94,95,57. 

4.1.3. Papel de la señalización de NOTCH1 en la determinación del linaje T 

Mediante la generación de ratones Notch1-/- se demostró el papel crítico de esta seña-

lización en la generación de células T96,97. Estos ratones tienen cinco veces menos cantidad 

de timocitos que los ratones normales y una arquitectura anormal del timo, tanto de la región 

cortical como de la región medular. Además del bloqueo total en la generación de las células 

T, estos ratones presentan un incremento de 200 veces en el número de células B en el timo. 

Un fenotipo similar también se observa en ratones Rbpjk-/-, hecho que confirma que la ruta 

de Notch ejerce su función a través de RBPJκ98. La interrupción de las interacciones ligan-

do-receptor, la inhibición de la transcripción de Notch1 o el uso de inhibidores de la γ-

secretasa (Gamma-Secretase Inhibitors, GSI), que bloquean la escisión de Notch y la gene-

ración de ICN, también originan un desarrollo defectuoso de las células T99,100,101. También 

se ha logrado la inhibición de la ruta Notch mediante la sobre-expresión de una proteína 

dominante negativa del coactivador MAML1, DNMAML1 (Dominant Negative MAML1), 

capaz de unirse al complejo formado por RBPJκ e ICN, sustituyendo a los coactivadores 

MAML endógenos y bloqueando la transcripción dependiente de esta ruta102. También la 

sobre-expresión del inhibidor de la señalización de Notch NRARP (NOTCH Regulated 

Ankyrin Repeat Protein) en HSC da lugar a un profundo bloqueo de la progresión en las 

etapas tempranas de la maduración de timocitos DN1 a timocitos DN3a103. NRARP inhibe 

la ruta de Notch mediante la inducción de la degradación de ICN104. Este mecanismo de in-

hibición de Notch a través de NRARP constituye una auto-regulación de la propia señaliza-

ción, ya que Nrarp es un gen diana de Notch. Por el contrario, los análisis de ganancia de 

función mediante la sobre-expresión de ICN1 en HSC desencadenan una activación del 

desarrollo de células T, sin necesidad del nicho que ofrece el timo, observándose una pobla-

ción de timocitos DP fuera del timo en ratones irradiados y una inhibición en la producción 

de linfocitos B105. Todos estos estudios concuerdan que la señalización mediada por 

NOTCH1 es esencial para la diferenciación de las HSC hacia el linaje T106. Los experimen-

tos de ganancia de función en HSC humanas mediante la sobre-expresión de ICN1 o en acti-

vaciones dependientes de ligando en co-cultivos sobre células estromales (OP-9) que expre-

san el ligando DL1 (OP9-DL1) han confirmado los resultados obtenidos con ratones107,101.  
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Estos datos confirman que el papel de la señalización de NOTCH1 es favorecer la di-

ferenciación de los precursores hacia el linaje T, inhibiendo la diferenciación hacia los otros 

linajes, tanto en humanos como en ratones. Sin embargo, esta señalización necesita simultá-

neamente de otras señales derivadas del estroma tímico para promover la completa diferen-

ciación hacia el linaje T. De hecho, los ETP que sobreexpresan ICN1 son incapaces de pro-

gresar más allá de la etapa DN1 a menos que se cocultiven sobre una monocapa de células 

estromales OP9 y en presencia de IL-7108. 

4.1.4. Señalización de Notch en la diferenciación de linfocitos T αβ  versus T γδ  

La bifurcación entre linfocitos T αβ y γδ ocurre en la etapa DN3a109. La señalización 

de Notch parece tener efectos opuestos en la diferenciación de linfocitos T αβ/γδ en huma-

nos y ratones110. En ratones, la deleción condicional de Notch1 en timocitos DN3a da lugar a 

una severa perturbación en el desarrollo de linfocitos T αβ, pero no de linfocitos T γδ111. De 

acuerdo con estos resultados, las HSC de ratón Notch+/-  originan más células T γδ que T αβ, 

comparado con el resultado obtenido utilizando HSC Notch+/+112. Estos datos indican que la 

señalización de Notch promueve la diferenciación de los timocitos de ratón hacia el linaje T 

αβ. Además, las células T γδ pueden sobrevivir y expandirse en ausencia de NOTCH1113. 

De igual forma, los ratones Rbpjk-/- también presentan un incremento de linfocitos T γδ y un 

descenso de linfocitos T αβ114. Los estudios in vitro utilizando el sistema de co-cultivos con 

células OP9 y OP9-DL1 han demostrado también que el desarrollo de los linfocitos T γδ es 

menos dependiente de la señalización de Notch que el desarrollo de los linfocitos T αβ, el 

cual depende de la interacción DL1-NOTCH para pasar la selección-β113,115,102.  

Los estudios de sobre-expresión de ICN1 en progenitores humanos han mostrado un 

papel de Notch opuesto al observado en progenitores de ratón: una señalización fuerte de 

Notch promueve el desarrollo de los progenitores al linaje T γδ a costa del linaje T αβ116,117. 

La señalización de Notch actúa de forma diferencial durante el desarrollo de los progenitores 

de linfocitos T, en función de la expresión de los ligandos y receptores de Notch81. De esta 

forma, dependiendo de la intensidad de la interacción Notch-ligando se favorece la diferen-

ciación de un linaje T u otro81. Cambios moleculares distintos durante el desarrollo de los 

timocitos humanos y murinos parecen ser críticos para la respuesta diferencial a esta señali-

zación observada entre los progenitores de estas dos especies. 
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4.2. Señalización mediada por IL-7 

IL-7, también conocida como linfopoyetina 1 o factor celular pre-B, fue descubierta 

como un factor soluble capaz de promover el crecimiento de precursores de células B muri-

nas en cultivo118. IL-7 es miembro de la superfamilia de interleuquinas IL-2, caracterizada  

por unirse a una familia receptores que comparten una cadena denominada γ común (γc), 

que incluye a los receptores para IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-15 e IL-21. Además de γc, IL-7R 

posee una cadena específica, IL-7Rα o CD127, perteneciente a la familia de receptores de 

citoquinas tipo I. IL-7Rα se expresa en células hematopoyéticas del linaje linfoide, inclu-

yendo CLP, precursores de células T y B, linfocitos T y macrófagos, además de otros tipos 

celulares, como células epiteliales del intestino, células endoteliales y células del estroma de 

la médula119.  

La ruta de IL-7 está mediada principalmente a través del FT STAT5, miembro de la 

familia STAT (Signal Transducer and Activator of Transcription) (Figura 6). La activación 

de IL-7R induce las cascadas mediadas por las quinasas de la familia Janus (Janus Kinase, 

JAK) y fosfatidilinositol-4,5-bifosfato 3-quinasa (PhosphoInositol3-Kinase, PI3K)120. La 

unión de IL-7 a IL-7Rα induce la inmediata asociación de la cadena γc. A través de sus do-

minios intracelulares, la cadena IL-7Rα aporta asociada a JAK1 al receptor, mientras que la 

cadena γc aporta asociada a JAK3. JAK3 fosforila a la cadena IL-7Rα, creando sitios para el 

reclutamiento de proteínas que contienen el dominio SH2 como son STAT5 y PI3K. JAK1 y 

JAK3 a su vez fosforilan a STAT5, induciendo su dimerización y translocación al núcleo, 

donde activa a sus genes diana como Bcl2, Socs1, Ccnd1 y Myc121. La PI3K activada inter-

actúa con IL-7Rα y fosforila a AKT, que a su vez fosforila a la quinasa mTOR, dando lugar 

a la degración de las proteínas pro-apoptoticas BAD y BAX, y a la regulación del metabo-

lismo celular controlando la expresión de GLUT1122. IL-7 también induce la fosforilación de 

quinasas de la familia SRC, como FYN, la cual se encuentra unida a IL7Rα y MAPK (Mito-

gen Activated Protein Kinases), dando lugar a proliferación y diferenciación celulares123. La 

inducción del ciclo celular por esta ruta ocurre, en parte, a través de la degradación del inhi-

bidor del ciclo celular p27Kip1 de una forma dependiente de un miembro de la familia PKC 

(Protein Kinase C), PKCθ. 



40	  
	  

                 

Figura 6. Ruta de señalización de IL-7. IL-7 (círculo rosa) se une a la cadena IL-7Rα induciendo inmediata-
mente la asociación de la cadena γc. En sus dominios intracelulares, la cadena IL-7Rα tiene asociada la quina-
sa JAK1 (óvalo amarillo), mientras que la cadena γc presenta asociada a JAK3 (óvalo amarillo). Esta última 
fosforila la cadena IL-7Rα creando sitios para el reclutamiento de STAT5 (rectángulo morado) y PI3K (pentá-
gono fucsia). JAK1 y JAK3 fosforilan a STAT5, induciendo su dimerización y translocación al núcleo, donde 
activa la transcripción de sus genes diana como Bcl2, Socs1, Ccnd1 y Myc. Por otro lado, la PI3K activada 
interactúa con IL-7Rα y fosforila AKT (pentágono marrón oscuro) que da lugar a la degradación de proteínas 
pro-apoptóticas como BAD (rectángulo naranja) y BAX (pentágono marrón claro), y a la regulación del meta-
bolismo celular al controlar la expresión de GLUT1 (rectángulo rojo). 

La expresión de IL-7Rα ocurre en timocitos DN2, siendo esta señalización necesaria 

para la supervivencia y progresión de los timocitos hacia las siguientes etapas del 

desarrollo116,124,125. De hecho, la inyección de anticuerpos (Antibody, Ab) capaces de neutra-

lizar la actividad de IL-7 en ratones provoca una drástica reducción del  número total de ti-

mocitos (>99%) y un bloqueo en el desarrollo en la etapa DN3126 ,127. El mismo efecto se 

produce mediante la inyección de Ab para IL-7Rα128. También los ratones Il7-/-, Il7r-/- o de-

ficientes en algunas moléculas de señalización implicadas en esta ruta resultan en un defecto 

grave en la timopoyesis con un bloqueo en la etapa DN3. En estos ratones también se obser-

va una absoluta ausencia de linfocitos T γδ, debido a que IL-7 activa la expresión de la ca-

dena TCRγ a través de STAT5129.  Estudios con ratones Il7r-/- condicionales han demostrado 

que las células T derivan únicamente de precursores que expresen IL-7Rα, sugiriendo que la 

señalización de IL-7 es crítica para la maduración de los linfocitos T130. Es relevante que la 

señalización de IL-7 es dependiente de la ruta de Notch, ya que la transcripción del gen IL7R 
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humano en líneas celulares depende de esta ruta95,117,131, siendo RBPJκ e ICN1 reclutados a 

su promotor132,133. Tanto la mutación del sitio de unión en este promotor, como la inhibición 

de la expresión de RBPJκ, inhiben su actividad, demostrando que NOTCH1 controla la ex-

presión génica de IL7R a través de RBPJκ95. No se ha confirmado la regulación del gen Il7r 

de ratón por la ruta de Notch. La transcripción del gen Il7r de ratón depende de diferentes 

FT dependiendo del tipo celular: PU.1 en precursores linfoides tempranos, GFI1 en timoci-

tos SP CD8+, y RUNX1 y RUNX3 en linfocitos T134,135. 

Aunque la señalización de IL-7R puede reemplazar a la mediada por NOTCH1 en la 

inducción de proliferación de los timocitos antes de llegar a la selección-β,  no puede susti-

tuir a NOTCH1 en la inducción de diferenciación celular108. IL-7 se secreta por varios tipos 

celulares en distintos tejidos, incluyendo las células estromales del timo y médula ósea. Se 

cree que su mayor disponibilidad en el timo determina que IL-7 sea la interleuquina más 

relevante en el desarrollo y supervivencia de las células T136. Para maximizar la utilización 

de IL-7, la expresión de IL-7Rα está regulada por un mecanismo de retro-alimentación ne-

gativa mediado por IL-7, con el fin de prevenir el derroche por células que ya están activa-

das y evitar la falta de disponibilidad para las células que dependen de ella135,137.  

4.3. Señalización de Wnt 

Las proteínas WNT son moléculas de señalización solubles que regulan las interac-

ciones célula-célula en muchos tejidos durante la embriogénesis, siendo necesarias para la 

diferenciación de los timocitos y los linfocitos T138,139. Se trata de una señalización depen-

diente de dosis, capaz de interferir con otras señalizaciones, por lo que los experimentos de 

pérdida y ganancia de función han dado resultados contradictorios139. La ruta canónica de 

esta señalización está mediada por la vía de β-catenina y FT de la familia TCF (T Cell Fac-

tor)/LEF (Lymphocyte Enhancer binding Factor), siendo esencial para la proliferación y 

diferenciación de los timocitos. En esta ruta las proteínas WNT (se han identificado 19 pro-

teínas WNT en humanos y ratones con patrones de expresión solapantes temporal y espa-

cialmente) se unen a sus receptores, llamados Frizzled, lo cual previene la degradación del 

mediador de esta ruta, β-catenina, la cual se transloca al núcleo como coactivador transcrip-

cional y siendo reclutada a los sitios diana de esta ruta a través de su unión a los FT de la 

familia TCF/LEF, desplazando a los correpresores Groucho/TLE y CtBP, y a HDAC. En 

timocitos, los miembros más abundantes de esta familia son TCF1, cuya expresión depende 

de la ruta de NOTCH1, y LEF1. En ausencia de ligando, β-catenina es secuestrada en el 
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citoplasma dentro de un complejo de degradación formado por la proteína Adenomatous 

Polyposis Coli, Axina y las quinasas de serina y treonina CK1 (Casein Kinase 1) y GSK-

3β (Glycogen Sinthase Kinase-3β), lo que conduce a su ubiquitinación y degradación por el 

proteosoma.  

4.4. Selección-β  

El paso de diferenciación de los timocitos DN3a a lDP, pasando a través de los esta-

dios DN3b, DN4, ISp y eDP, se denomina selección-β (Figura 4). El nombre se debe a que 

este proceso depende de la expresión de una cadena TCRβ funcional. Este paso constituye 

un punto de control fundamental durante el desarrollo de los linfocitos T αβ58. Para ello, los 

timocitos DN3a han de expresar una cadena TCRβ en la membrana celular mediante su en-

samblaje con la cadena invariable denominada pre-Tα, dando lugar a un pre-TCR. La expre-

sión del pre-TCR induce una señalización que provoca una fuerte proliferación y diferencia-

ción de los timocitos DN3a a lDP. Para que ocurra la selección-β, además de la señalización 

mediada por el pre-TCR, se necesitan simultáneamente las señales mediadas por Notch e IL-

7R115,65. También existe una relación entre la señalización del pre-TCR y la vía de Wnt, ya 

que las señales captadas por el pre-TCR estabilizan a la β-catenina en timocitos DN3 duran-

te la selección-β140. 

4.4.1. Señalización mediada por el pre-TCR 

El pre-TCR, además de las cadenas TCRβ y pre-Tα,	  incluye a varias moléculas de 

señalización de la familia CD3 (Figura 7). La señalización mediada por este receptor regula 

el rescate celular de la apoptosis, el reinicio del ciclo celular, la inducción de la expresión de 

los marcadores CD4 y CD8, la inhibición de la expresión de CD25 y la inducción de la ex-

presión de la cadena TCRα141. Estas funciones únicas del pre-TCR controlan la selección-β, 

asegurando que solo aquellos timocitos que expresan una cadena TCRβ consigan llegar a los 

procesos de selección positiva y negativa que permitirán la generación de linfocitos T αβ. 

La señalización mediada por el pre-TCR es independiente de ligando, no requiriendo 

la presentación de antígenos presentados a través del complejo mayor de histocompatibili-

dad (Major Histocompatibility Complex, MHC) como ocurre con el TCRαβ o antígenos no 

peptídicos como ocurre con el TCRγδ, debido a que el pre-TCR se encuentra en microdomi-

nios altamente enriquecidos de glicolípidos en la membrana plasmática142. El pre-TCR pre-
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senta niveles más bajos de expresión que el TCRαβ debido a que su señalización constituti-

va induce su rápida internalización y degradación en los lisosomas143. La capacidad de seña-

lización del pre-TCR está mediada por los dominios extracelulares de sus cadenas, similar al 

de las inmunoglobulinas (Ig), y por sus colas citoplasmáticas encargadas de transducir la 

señal (Figura 7). En resumen, las señales del pre-TCR son transducidas a través de motivos 

de activación denominados ITAM (Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Domain) 

que se encuentran localizados en las colas citoplasmáticas de las cadenas CD3144. Estos mo-

tivos son fosforilados por las quinasas LCK (Lymphoid Cell Kinase) y FYN, lo cual permite 

el reclutamiento de nuevas quinasas, ZAP-70 y SYK (Spleen Tyrosine Kinase), que a su vez 

fosforilan a  las proteínas adaptadoras LAT (Linker for Activation of T cells), SLP-76 (SH2-

domain containing Leukocyte Protein of 76 KDa) y VAV, las cuales sirven de anclaje para 

otras proteínas responsables de iniciar tres rutas de señalización diferentes mediante la acti-

vación de PI3K, la fosfolipasa Cγ (PhosphoLipase Cγ, PLCγ) y la GTPasa RAS145.  

                            

Figura 7. Señalización del pre-TCR. Las señales del pre-TCR son transducidas a través de motivos de acti-
vación denominados ITAM localizados en las colas citoplasmáticas de las cadenas CD3 (óvalos morados). 
Estos motivos son fosforilados por las quinasas ZAP-70 y SYK, que a su vez fosforilan a las proteínas adapta-
doras LAT, SLP-76 y VAV que sirven de anclaje para otras proteínas responsables de iniciar tres cascadas de 
señalización diferentes mediante la activación de PI3K (óvalos verdes), PLCγ (óvalos rojos) y RAS (óvalos 
azules), relacionadas con los procesos de apoptosis, diferenciación, proliferación y supervivencia, respectiva-
mente. Cascada 1: PI3K fosforila 3-fosfoinositidos en la membrana permitiendo el reclutamiento a la membra-
na de las quinasas PDK1 y AKT. AKT inhibe los FT FOXO favoreciendo la supervivencia de las células 
DN3a. Cascada 2: La fosforilación de PLCγ da como resultado la producción del diacilglicerol DAG e IP3 
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procedentes de la hidrólisis del PIP2. IP3 provoca un flujo de Ca2+ citosolico que causa la activación de la 
fosfatasa calcineurina. La calcineurina defosforila FT de la familia NFAT como NFATc1, el cual se transloca 
al núcleo para transactivar sus genes. DAG activa diferentes formas de la PKC, siendo PKCθ la principal iso-
forma, la cual actúa a través del FT NFκB activando la proteína de supervivencia BCL-2 junto a NFAT5. Cas-
cada 3: Las quinasas MAPK1/2 y ERK1/2 controlan la activación de los FT ETS1 y EGR. EGR1 junto a 
NFATc1 inducen de forma sinérgica la expresión de ID3 promoviendo de esta forma la progresión de los timo-
citos DN3a a lDP. Ilustración modificada de López-Rodríguez C. et al. (2015).  

La activación de la PI3K provoca la fosforilación de 3-fosfoinosítidos en la membra-

na, lo cual permite el reclutamiento a la membrana de las quinasas de serina y treonina 

PDK1 (3´Phosphoinositide-Dependent Kinase 1) y AKT. La activación de AKT es de espe-

cial relevancia ya que se encarga del mantenimiento de la supervivencia de las células 

DN3a, inhibiendo los FT FOXO, los cuales promueven el arresto celular y la apopto-

sis147,148.  

La fosforilación de PLCγ da como resultado la producción del diacilglicerol (DiAcyl 

Glycerol, DAG) e inositol 1,4,5-trifosfato (Inositol Phosphate-3, IP3) procedentes de la hi-

drólisis del fosfatidil-inositol 4,5 bifosfato (PhosphoInositol Phosphate 2, PIP2)149, que deri-

van en diferentes vías de señalización. IP3 provoca un flujo de Ca2+ citosólico proveniente 

del retículo endoplasmático que satura la proteína de unión de calcio calmodulina, lo cual es 

causa directa de la activación de la fosfatasa calcineurina. La calcineurina activada defosfo-

rila a FT de la familia NFAT (Nuclear Factor Activated T cells), como NFATc1, el cual se 

transloca al núcleo para transactivar sus genes diana y es esencial para esta señalización. La 

otra molécula procedente de la ruptura de PIP2, DAG, activa diferentes formas de la PKC, 

siendo PKCθ la principal isoforma en células T, la cual actúa a través del FT NFκB (Nuclear 

Factor potentiator of Ig kappa chain in activated B cells) activando la expresión la proteína 

de supervivencia BCL-2 junto con NFAT5150. 

La cascada RAS-RAF-MAPK constituye otra de las  ramas de la señalización me-

diada por el pre-TCR vital para la proliferación y diferenciación de los timocitos DN3a151. 

Las quinasas MEK, formadas por las quinasas MAPK1/2 y ERK (Extracellular signal Regu-

lated protein Kinase) 1/2, controlan la activación de los FT ETS1 y EGR (Early Growth 

Response factors). El papel de ETS1 es mantener la supervivencia de los timocitos, mientras 

que EGR1, 2 y 3 ayudan al desarrollo de los timocitos incluso más allá de la selección-β, 

con diferentes funciones durante el desarrollo de los timocitos. EGR1 actúa junto a 

NFATc1, induciendo de forma sinérgica la expresión de ID3 y promoviendo de esta forma 

la progresión de los timocitos DN3a a lDP152. 
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4.4.2. Señalización mediada por NOTCH1 durante la selección-β  

Tanto la transcripción de Notch1 como la señalización mediada por NOTCH1 bajan 

bruscamente tras la selección-β en el paso de timocitos DN3a a DN3b60. A pesar de esa ba-

jada, la señalización de NOTCH1 sigue siendo necesaria para la diferenciación de los timo-

citos DN3a a lDP153,114,102,115. La deleción de Notch1 o Rbpjk, o la inhibición de la señaliza-

ción por sobre-expresión de DNMAML-1 bloquean el desarrollo de los timocitos en la etapa 

DN3a, no permitiendo que pasen a través de la selección-β153,114,102. Los timocitos DN3a de 

ratones Notch1-/- tienen reordenamientos VβDβJβ defectuosos en el gen Tcrb, lo cual junto 

con una deficiencia en la transcripción del gen Ptcra (gen que codifica por la cadena pre-

Tα), da lugar a una expresión deficiente del pre-TCR, lo que explica la deficitaria selección-

β observada en estos ratones153. Además del papel directo de NOTCH1 sobre la expresión 

del pre-TCR, la señalización de Notch tiene un papel proliferativo independiente de la ex-

presión del pre-TCR a través de activación de AKT y la transcripción de Myc e 

Il2ra154,100,84,155,156.  

4.4.3 Señalización mediada por IL-7 durante la selección-β  

La señalización de IL-7 durante la selección-β es crítica para la supervivencia y la 

proliferación de las células157. La sobreexpresión de moléculas anti-apoptóticas como BCL2 

o la deleción genética de factores pro-apoptóticos como BIM o BAX compensan parcial-

mente la ausencia de la señalización de IL-7, lo que sugiere que el principal papel de IL-7 es 

proporcionar señales de supervivencia158. La expresión de IL-7R comienza en DN2a y al-

canza su pico de expresión en DN3a, siendo su expresión inhibida a partir del estadio DN4 y 

desapareciendo en timocitos DP159,160,65. El cese de la señalización de IL-7 en timocitos DP 

permite la expresión de los FT TCF1, LEF1 y RORγt (Retinoic acid-related Orphan Recep-

tor γ of T cells), necesarios para la diferenciación y función de estas células160. La ausencia 

de señalización por IL-7 es la razón por la cual los timocitos DP son pequeños, metabólica-

mente inactivos y pre-programados para la apoptosis, como lo demuestra la baja expresión 

de BCL2 y del receptor de glucosa GLUT1159. De hecho, la adición de IL-7 a células DP que 

expresan un IL-7R de forma artificial es capaz de revertir este fenotipo161. Por tanto, la au-

sencia de señalización de IL-7 predispone a las células DP a sufrir una muerte celular pro-

gramada, a menos que actúen otras señales de supervivencia. Así pues, esta señalización es 

importante para orquestar una correcta selección-β junto a las señalizaciones de Notch y del 

pre-TCR65.  
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4.5. Selección positiva 

El paso de la diferenciación de los timocitos DP a linfocitos SP CD4+ o CD8+ se lla-

ma selección positiva (Figura 4). Esta señalización está basada en la afinidad intermedia del 

TCRαβ expresado en los timocitos DP por péptidos propios presentados en el contexto del 

MHC por las TEC. Los timocitos DP que expresen un TCRαβ con una afinidad demasiado 

alta por los péptidos así presentados morirán por apoptosis en un proceso denominado selec-

ción negativa, mientras que aquellos timocitos que expresen un TCRαβ con una afinidad 

demasiado baja por los péptidos así presentados morirán por apoptosis en un proceso deno-

minado muerte por negligencia. Durante la selección positiva, los timocitos evitan la apopto-

sis mediante la inducción de BCL2 a través de la señalización del TCRαβ. La señalización 

de IL-7 es importante para la diferenciación hacia los linajes T CD4+ o CD8+, ya que si per-

siste se impone el linaje T CD8+ frente al linaje T CD4+162. Los linfocitos T periféricos, tan-

to CD4+ como CD8+, dependen de la señalización mediada por IL-7 para su supervivencia, 

cuyo papel puede ser reemplazado por otras interleuquinas de la misma familia, como IL-2 o 

IL-15163. 

5. FT relevantes para la diferenciación de los timocitos 

Hay numerosos FT implicados durante la generación de los linfocitos T, que tienen 

además diferentes funciones en los distintos pasos de diferenciación de los timocitos. En 

esta Introducción, los FT están clasificados en función de su papel derivado de las distintas 

señalizaciones que ocurren a lo largo del desarrollo de los linfocitos T. 

5.1. FT constitutivos en la etapa pre-tímica 

Los FT constitutivos son aquellos cuya expression se inicia en la etapa pre-tímica, ta-

les como MYB, RUNX1, CBFβ, IKAROS, GFI1 y E2A, por lo que se los pueden considerar 

como “heredados”, manteniéndose presentes de forma más o menos estable a lo largo de la 

diferenciación de los timocitos57. 

5.1.1. MYB 

La familia oncogenes Myb fue descubierta tras el hallazgo del gen v-Myb del virus de 

la mieloblastosis aviar164. Poco después se identificó Myb (CMyb), que codifica por MYB, 

como el gen de mamiferos homólogo de v-Myb, y la familia fue completada por el descu-

brimiento de Mybl1 (Amyb) y Mybl2 (Bmyb), que codifican para los FT A-MYB y B-MYB, 
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respectivamente, y comparten homología con MYB. Aunque A-MYB y B-MYB se expresan 

en diferentes tipos celulares, MYB es el miembro de esta familia implicado en procesos más 

relevantes, siendo crucial en hematopoyesis y eritropoyesis.  

MYB tiene tres dominios funcionales: un DBD en el extremo amino-terminal, un 

dominio de transactivación en la parte central y un NRR en el extremo carboxilo-terminal165.   

El dominio NRR incluye un motivo de cremallera de leucinas (bZip)166. MYB se une a la 

secuencia YAACG/TG (siendo Y una pirimidina: G o T), activando la transcripción al inter-

accionar con HAT como CBP y p300. MYB tiene dos isoformas principales, P-89 y P-75, 

siendo P75 la responsable en la hematopoiesis en ratones167. Además de estas dos isoformas, 

experimentos de RNA-seq han revelado que existen al menos 29 transcritos distintos de 

MYB en células Jurkat168, aunque  la función de estas isoformas no está clara en la actuali-

dad. 

La inhibición de la expresión de MYB en HSC con oligonucleótidos antisentido re-

sultó en una disminución del tamaño y número de estas células169, mientras que los ratones 

Myb-/- mueren debido a la ausencia de eritropoyesis170. Las HSC Myb-/- son capaces de gene-

rar ETP en el timo de ratones quiméricos pero su desarrollo se bloquea antes de la diferen-

ciación al linaje T171. Por tanto, MYB juega un papel esencial en la proliferación y diferen-

ciación celulares de HSC, teniendo además un papel regulador en células madre de otros 

tejidos172,173.  

La expresión de MYB está muy restringida a células progenitoras experimentando 

una gran bajada cuando las células diferencian hacia un linaje determinado. Esta disminu-

ción es importante ya que si, por el contrario, se sobreexpresa no tiene lugar la diferencia-

ción hacia los linajes eritroide y mieloide174,175. Durante el desarrollo de los linfocitos T, 

Myb se expresa abundantemente en los timocitos DN y DP, disminuyendo esta expresión 

cuando diferencian a timocitos SP. MYB controla la expresión y función de una amplia va-

riedad de genes fundamentales para este linaje, tales como Kit, Myc, Ada y Cd4 entre otros, 

muchos de los cuales son esenciales en distintas etapas durante el desarrollo de las células 

T171. De hecho, experimentos realizados con ratones Myb-/- condicionales revelaron un blo-

queo en el estadio DN3a, indicando que MYB es necesario para que los timocitos pasen la 

selección-β de forma correcta176. Aunque algunos timocitos DN3a Myb-/- consiguieron dife-

renciar a timocitos DP, estas células mostraron una apoptosis exhacerbada asociada con un 

descenso en la expresión de BCL2. Mediante experimentos realizados con ratones Myb-/- 
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condicionales también se observó un bloqueo en la diferenciación hacia timocitos SP CD4+, 

adjudicando a MYB un posible papel en las rutas de señalización que son activadas durante 

la selección de los timocitos SP CD4+  a través de la inducción del FT GATA3177,178. Ade-

más, MYB favorece la diferenciación de los timocitos DP a células NK-T invariables (inva-

riant Natural Killer-T cells, iNKT)179. En linfocitos T maduros, la expresión de MYB se 

induce rápidamente durante la proliferación celular180. 

5.1.2. RUNX y CBFβ  

La familia de FT RUNX, RUNX1-3, está implicada en la regulación de genes especí-

ficos relacionados con el desarrollo de distintos tipos celulares. RUNX1, RUNX2 y RUNX3 

son también conocidos con otras nomenclaturas como PEBP2αB, PEBP2αA y PEBP2αC, o 

CBFA2, CBFA1 y CBFA3, o AML1, AML3 y AML2, respectivamente181. RUNX1 es esen-

cial para el establecimiento de la hematopoyesis definitiva y la generación de HSC en el 

embrión, mientras que RUNX2 es esencial para la osteogénesis y RUNX3 participa en neu-

rogénesis y la diferenciación de timocitos DP a SP CD8+182. Estos FT se unen a la secuencia 

YGYGTT formando un complejo con dos subunidades, α y β, constituyendo RUNX1-3 la 

subunidad α y el coactivador CBFβ (Core Binding Factor β), la subunidad β.  

RUNX1-3 contienen una región de 128 aminoácidos conservada denominada domi-

nio de homología Runt (Runt Homology Domain, RHD) que es característica de los miem-

bros de esta familia, un dominio de transactivación y un motivo carboxilo-terminal con cin-

co aminoácidos VWRPY que actúa como una señal de reclutamiento para los correpresores 

Groucho/TLE183. La región RHD contiene la región DBD, necesaria para su unión al ADN y 

para la heterodimerización con CBFβ, además de funcionar en la localización nuclear de 

estos factores. CBFβ no interactúa con el ADN, pero ayuda a incrementar la afinidad de la 

subunidad α con el ADN y en la estabilidad del complejo. La parte carboxilo-terminal de 

CBFβ está menos conservada y contiene un dominio de transactivación, un dominio de inhi-

bición, una región rica en prolinas y una señal de localización para la matriz nuclear. Los 

complejos RUNX-CBFβ no son, por sí solos, fuertes reguladores transcripcionales, preci-

sando la colaboración con otros FT unidos al ADN en su proximidad, además de coactivado-

res181. Además, su actividad transcripcional puede estar modulada por interacciones con 

correpresores, enzimas remodeladoras de la cromatina, como la HAT MOZ, y miembros de 

los complejos SWI/SNF, tales como BRG1 e INI-1, o por modificaciones postraduccionales 

que afectan a su estabilidad, actividad o localización celulares. Por ejemplo, RUNX1 cola-
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bora con ETS1 en la activación de los enhancers de los genes de las cadenas TCRβ y 

TCRα (Tcrb y Tcra), Eβ y Eα, de forma que su interacción física aumenta la afinidad de 

ambos184,185,186,187,188, y con MYB en la activación de los enhancers de los genes de las ca-

denas TCRγ y TCRδ (Tcrg y Tcrd), Eγ y Eδ189,190,191.  

 Los tres genes Runx de mamíferos se transcriben desde dos promotores distintos, un 

promotor distal denominado P1 y un promotor proximal denominado P2192. Ambos tienen 

sitios de unión a RUNX, de este modo la expresión de cualquier gen Runx puede ser regula-

da por su propio producto proteico o por los otros dos factores RUNX. RUNX1 es el miem-

bro de esta familia con un papel determinante en la hematopoyesis temprana. El gen Runx1 

abarca un locus de 260 Kb compuesto de 12 exones, dando lugar a tres isoformas: RUNX1a, 

b y c.  El promotor proximal P2 da lugar a las isoformas RUNX1a y RUNX1b, mientras que 

el promotor distal P1 origina la isoforma RUNX1c. Estas isoformas se expresan de forma 

secuencial durante las primeras etapas de la hematopoiesis, de forma que las isoformas deri-

vadas del promotor proximal P2 aparecen antes que las derivadas del promotor distal P1193. 

Este hallazgo fue corroborado en estudios en embriones de ratón, de forma que los transcri-

tos de Runx1 aislados en E10,5 proceden de promotor proximal P2, mientras que en días 

posteriores los transcritos observados en el hígado fetal eran derivados del promotor distal 

P1194. En ratones adultos, la gran mayoría de los transcritos de Runx1 presentes en células 

hematopoyéticas proceden del promotor distal P1 y el bloqueo de la expresión de estos 

transcritos provoca numerosos defectos similares a los encontrados en la deficiencia total de 

RUNX1195. A nivel funcional, tanto RUNX1b como RUNX1c rescatan el bloqueo de la pro-

ducción de células sanguíneas observado en ratones Runx1-/-. Las deleciones de Runx1 en 

etapas más tardías del desarrollo hematopoyético en ratón causan defectos más sutiles, lo 

que concuerda con la observación de que RUNX1 es, en parte, dispensable después de la 

aparición de las células sanguíneas, posiblemente por su redundancia con RUNX3. La inhi-

bición de la expresión de RUNX1 en timocitos DN3a en ratones Runx1-/- condicionales pro-

voca un bloqueo entre las etapas DN3-DN4, debido a una defectuosa expresión de la cadena 

pre-TCRβ y del pre-TCR196. Además, RUNX1 y RUNX3 tienen un papel importante en la 

diferenciación de los timocitos DP a SP CD8+, silenciando la expresión de CD4196. De he-

cho, la inactivación de Runx1 en las etapas DP afecta más a la población de células SP CD4+ 

que a las CD8+, debido a que la expresión RUNX3 puede compensar la pérdida de RUNX1 

en esta última población197.  
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5.1.3. Proteínas E, E2A y HEB, e inhibidores ID 

Los miembros de FT de la familia de las proteínas E tienen un DBD con una estruc-

tura básica hélice-lazo-hélice (basic Helix-Loop-Helix, bHLH) y dimerizan para unirse al 

ADN reconociendo la secuencia consenso CANNTG, conocida como “caja E”, controlando 

varios procesos del desarrollo en vertebrados198. Entre los distintos miembros de la familia, 

E2A y HEB son especialmente relevantes durante el desarrollo de las células T. Estos FT 

funcionan en las células del linaje T principalmente como heterodímeros E2A-HEB199. E2A 

es codificado por el gen Tcf3, con dos isoformas denominadas E47 y E12 sin diferencias 

funcionales distinguibles, y HEB es codificado por el gen Tcf12, con dos isoformas denomi-

nadas HEBAlt y HEBCan198. Los FT ID, ID1-4, son miembros de esta familia que carecen 

del dominio de union al ADN y antagonizan con la función de las otras proteínas E al dime-

rizar con ellos e impedir ser reclutados a sus sitios de unión200. 

Experimentos realizados con ratones Tcf3-/- y/o Tcf12-/- han revelado que la expres-

sion de E2A y HEB es crucial durante el desarrollo de las células T, regulando la expresión 

de genes tan importantes para el compromiso del linaje T y la selección-β como son Gata3, 

Notch1, Rag (Recombination activating gene)1, Rag2 y Ptcra198,201,202,203. De acuerdo con el 

crucial papel de las proteínas E en el desarrollo de las células T, los timocitos Id1-/- presen-

tan un bloqueo severo en la etapa DN1204. Además, estos FT desempeñan un importante 

papel proliferativo de los timocitos durante el desarrollo, de forma que la falta de E2A o 

HEB induce una proliferación descontrolada de células DN3a205,206,207,208,198. Una vez que 

los timocitos alcanzan el estadio DP, E2A y HEB aumentan su expresión, bloqueando el 

desarrollo celular hasta que llega la señal derivada de la selección positiva a través del 

TCRαβ promoviendo la diferenciación de los timocitos SP CD4+209,198,210. La demostración 

de que las proteínas E son necesarias para el desarrollo de los timocitos SP CD4+ se com-

probó mediante la generación de ratones condicionales Tcf3-/- Tcf12-/- en timocitos DP210. De 

acuerdo con estos datos, los ratones Id2-/- Id3-/- tienen un bloqueo en la diferenciación de los 

timocitos SP CD8+210. Además, E2A es un FT crucial para el desarrollo de las células NK, 

de forma que la sobre-expresión experimental de ID3 promueve el desarrollo de estas célu-

las, de forma independiente al desarrollo de células T211,212,213. 

5.1.4. IKAROS 

Los FT de la familia IKAROS son necesarios para el desarrollo de las células T214,215. 

Esta familia consta de cinco miembros: IKAROS, HELIOS, AIOLOS, EOS y PEGASUS 
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(con mayor presencia de los tres primeros en tejido hematopoyético) y comparten dos domi-

nios con varios dedos de zinc que son altamente homólogos entre los miembros de la fami-

lia. El dominio amino-terminal incluye el DBD, mientras que el dominio carboxilo-terminal 

media la dimerización. Cada miembro de la familia puede homodimerizar o heterodimerizar 

con algún otro miembro de la familia, siendo la dimerización necesaria para su unión al 

ADN con alta afinidad y para la actividad transcripcional 216. Debido a la amplia dimeriza-

ción que puede ocurrir entre los distintos miembros de la familia, se puede considerar a esta 

familia como un todo, de forma que un cambio en la expresión de uno de los miembros tiene 

el potencial de alterar la funcionalidad de la familia entera. Además, cada miembro de la 

familia tiene un extensivo procesamiento alternativo del ARN, que resulta en la deleción de 

uno o dos dedos de zinc y puede cambiar, por tanto, la secuencia de reconocimiento en el 

ADN217. La deleción de tres o más dedos de zinc en el motivo de unión al ADN da lugar a 

una variante inhibidora, capaz de dimerizar con otros miembros de la familia pero incapaz 

de unirse al DNA218. Recientemente se ha descubierto que los miembros de la familia 

IKAROS cambian sus niveles de ARN mensajero y proteína, alterando la funcionalidad del 

resto de la familia, de forma distinta en humanos y ratones. Es decir, existen diferencias no-

tables en los patrones de expresión y procesamiento del ARN de los miembros de esta fami-

lia en las dos especies, con una clara redundancia entre los distintos miembros de  la familia 

ya que diferentes patrones de expresión cumplen funciones similares219. 

La importancia de esta familia en hematopoyesis se observó inicialmente en ratones 

que expresaban una isoforma dominante-negativa de IKAROS, lo cual inhibió la generación 

de células T, B y NK220. Aunque IKAROS es esencial para la especificación de todos los 

linajes linfoides durante la hematopoyesis fetal, en ratones adultos su función puede ser sus-

tituida, en parte, por otros FT que colaboran con este factor221. Sin embargo, IKAROS es 

necesario para el desarrollo normal de las células T, ya que su ausencia altera el correcto 

ratio de células T CD4+ y CD8+222, teniendo además un papel de regulador  de la prolifera-

ción celular durante la selección positiva mediante el control de la expresión de genes anti-

apoptóticos como Bcl2 y Mcl1222. 

Un mecanismo interesante por el cual los dimeros de esta familia pueden regular el 

desarrollo de las células T es a través del control de la transcripción dependiente de Notch, 

ya que los miembros de la familia IKAROS y RBPJκ reconocen la misma secuencia consen-

so GGGAA, por lo que se ha propuesto que IKAROS puede actuar como un inhibidor de la 

transcripción dependiente de Notch compitiendo con la unión de RBPJκ al ADN223. En apo-



52	  
	  

yo a este modelo, los timocitos de los ratones Ikaros-/- tienen una elevada expresión de los 

genes dependientes de la ruta Notch224. Además, el incremento de los niveles de AIOLOS en 

timocitos murinos se correlaciona con la etapa del desarrollo en la que las células reducen su 

capacidad para responder a la señalización de Notch225. 

5.1.5. GFI1 

GFI1 y su parálogo GFI1B, son FT que se unen a un sitio consenso TAAAT-

CAC(A/T)GCA, con un requerimiento absoluto de AATC, y tienen un papel crucial en la 

hematopoyesis226. Estos TF tienen un pequeño dominio conservado SNAG (SNAil/Gfi1) en 

el extremo amino-terminal, que también está presente en otros represores transcripcionales, 

capaz de reclutar enzimas modificadoras de las histonas. En el extremo carboxilo-terminal, 

ambas proteínas contienen seis dedos de zinc tipo C2H2, de los cuales los dedos 3-5 son 

esenciales para la unión al ADN. Entre los dominios SNAG y los dedos de zinc, hay un do-

minio intermedio que une proteínas implicadas en la regulación transcripcional y el proce-

samiento del ARN.  

GFI1 está implicado en el desarrollo y la función de las HSC, células B y T, células 

dendríticas, granulocitos y macrófagos, mientras que GFIB1 es esencial para el desarrollo de 

megacariocitos y eritrocitos226. GFI1B es capaz de rescatar gran parte del fenotipo hemato-

poyético observado en ratones Gfi1-/-, pero no la pérdida de audición observada indicando 

que en otros tejidos estas proteínas tienen funciones específicas226. En algunas poblaciones 

de células hematopoyéticas, la expresión de los genes Gfi1 y Gfi1b está auto-regulada por 

las propias proteínas GFI1 y GFI1B, pudiendo GFI1 controlar la expresión del gen Gfi1b y 

viceversa. Un importante papel de GFI1 es preservar la quiescencia de las HSC para evitar 

que pierdan su funcionalidad, estando regulado a través de p53. También en etapas muy 

tempranas del desarrollo hematopoyético, las células requieren GFI1 para integrar de manera 

adecuada la señalización de Notch227, teniendo los LMPP y ETP de ratones Gfi1-/- dificulta-

des para activar importantes genes del linaje linfoide, tales como  Il7r, Rag1, Flt3 y Notch. 

Por tanto, GFI1 es necesario para que se mantenga el programa de transcripción dependiente 

de Notch1 característico del linaje T. En etapas posteriores del desarrollo de los linfocitos T, 

GFI1 evita la adquisición prematura del programa específico de células SP en células DP228, 

ya que en timocitos Gfi1-/- se produce una inducción aberrante de la expresión de FOXO1, el 

cual  conduce a la maduración y el desarrollo acelerado de los timocitos. En linfocitos T 

maduros, GFI1 es importante para el mantenimiento de  las células CD8+ vírgenes y la ex-
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pansión celular de las CD4+ T ayudadoras de tipo 2 (T helper-2, Th2)229. De hecho, GFI1 y 

GATA3 potencian la proliferación e inhiben la apoptosis a través de la inducción de la ex-

presión de IL-4 en células Th2. Así, los altos niveles de expresión de GFI1 aseguran la apa-

rición de la subpoblación Th2 al reprimir genes que controlan destinos celulares alternativos, 

mientras que la pérdida de GFI1 conduce a un aumento de la producción de la citoquina ca-

racterística de las células Th17, IL-17α, y la aparición de las células Th17.  

5.2. FT implicados en la determinación del linaje T mediada por NOTCH1 

Las interacciones NOTCH-ligando son esenciales durante las etapas esenciales de di-

ferenciación desde los ETP a los timocitos DN3a, distinguiéndose dos fases: de ETP a timo-

citos DN2a y de timocitos DN2a a timocitos DN3a230,231,57. El compromiso de los ETP al 

linaje T ocurre en la transición de timocitos DN2a a DN2b232. Durante la primera fase, la 

señalización de Notch induce la expression de HES1 y otros FT cruciales para la especifica-

ción del linaje T, como GATA3 y TCF1. GATA3 y TCF1, colaboran junto a los FT “here-

dados” para el compromiso del linaje T57. GATA3 y TCF1 reprimen genes específicos de 

los progenitores, induciendo la diferenciación celular hacia el linaje T mediante la activación 

de genes específicos de este linaje233,234. La segunda fase dependiente de Notch ocurre por 

acción de TCF1, RUNX1 y GATA3, que junto con la señalización de NOTCH1, activan la 

expresión del TF BCL11b, necesario para finalizar el proceso de exclusión de células sin 

identidad T235. La señalización NOTCH1-DL4 además de ser necesaria para la viabilidad y 

la inducción de FT específicos de células T, como TCF1, GATA3 y BCL11b, tiene un efec-

to antagonista de diferenciación de linajes alternativos mediante la supresión de FT caracte-

rísticos de genes de células no T, tales como PU.1 y C/EBPα, característicos de las células 

del linaje mieloide, e ID2, característico de las células NK236,106,212. Entre los genes regula-

dos por Notch en timocitos destacan Rag1, Rag2 y Ptcra, además de la expresión de la iso-

forma HEBAlt237,238. 

5.2.1. HES1 

HES1 forma parte de la extensa familia de proteínas con estructura bHLH y desem-

peña un papel crucial en el control y regulación del ciclo celular, proliferación, diferencia-

ción celular, supervivencia y apoptosis en células progenitoras neuronales, endocrinas y de 

linfocitos239. Existen actualmente siete proteínas HES (HES1-7) y todas ellas comparten 

homología en el dominio bHLH. Estructuralmente hablando, la familia HES tiene un residuo 

de prolina común dentro de su motivo básico, y un dominio altamente conservado compues-
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to por Trp-Arg-Pro-Trp (WRPW) en el extremo carboxilo-terminal. Además posee un domi-

nio Orange compuesto aproximadamente de 35 aminoácidos, localizado próximo al extremo 

carboxilo-terminal del dominio bHLH que está implicado en interacciones proteína-proteína. 

Mediante el dominio bHLH, HES1 puede formar homodímeros o heterodímeros con otros 

miembros de la familia bHLH. HES1 se une a una secuencias denominadas “caja N” 

(CACNAG), o similares (CACGCG) presentes en los promotores de sus genes diana, regu-

lando su expresión. Este FT tiene una función represora de la transcripción, siendo capaz de 

regular su propia expresión mediante un mecanismo de retroalimentación negativa, es decir, 

uniéndose a una caja N localizada en su promotor. Otro mecanismo de represión transcrip-

cional mediado por HES1 ocurre a través de su motivo WRPW, que es capaz de reclutar a 

los correpresores TLE y HDAC a los promotores de sus genes diana. 

Hes1 es considerado como el gen más representativo de los regulados por la ruta de 

Notch, siendo fundamental para el desarrollo de las células T240,241,242. El 90% de los em-

briones de ratones Hes1-/- muestran una pérdida completa del timo, mientras que el resto 

presenta  un timo más pequeño de lo normal ya que el desarrollo de los timocitos se encuen-

tra bloqueado en las etapas DN. Además, las células progenitoras de médula ósea de los ra-

tones Hes1-/- resultan en un 80% de reducción de la celularidad tímica242. Estos resultados 

son similares a los obtenidos en ratones Notch1-/-96, apoyando que la diferenciación y expan-

sión celular tímica dependiente de NOTCH1 está mediada, en gran parte, a través de 

HES1243. La diferenciación de células HSC mediada por HES1 ocurre a través de la inhibi-

ción de la expresión del gen Cdkn1b, que codifica para el inhibidor del ciclo celular 

p27kip1244. La inducción de HES1 por la ruta de Notch es también necesaria para reprimir a 

la fosfatasa PTEN, la cual inhibe la vía PI3K/AKT, que, a su vez, facilita la diferenciación 

inducida por el pre-TCR, favoreciendo los procesos de supervivencia y diferenciación du-

rante la selección-β245. Además, HES1 favorece la diferenciación de los timocitos DP hacia 

células T CD8+, por la supresión selectiva de la expresión del receptor CD4246. También se 

ha propuesto un papel de HES1 en la producción de IL-17 importante para la generación de 

las células T γδ en el timo247. Otra función importante de HES1 es su capacidad para inhibir 

la diferenciación hacia el linaje mieloide por unión directa e inactivación del FT C/EBP-α, 

el cual es un regulador crítico del desarrollo de las células dendríticas y mieloides248. 
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5.2.2. TCF1 

TCF1 (codificado en el gen Tcf7) junto con LEF1 pertenecen a una familia de proteí-

nas que contienen un DBD denominado de alta movilidad (High Mobility Group, HMG) que 

les permite reconocer una secuencia de ADN TCAAAG, denominada “caja HMG”249,250. 

TCF1  y LEF1 tienen dominios HMG prácticamente idénticos y no muestran diferencias en 

su unión al ADN. Ambos son componentes de la ruta de señalización Wnt, que cuando está 

activa provoca la translocación del  mediador β-catenina al núcleo, la cual se une a estos FT 

previamente unidos al ADN dando lugar a un complejo de transcripción activo. Se han iden-

tificado al menos ocho isoformas de TCF1 con diferentes capacidades para unirse la β-

catenina, lo cual influye en la capacidad de la célula para responder a las señales Wnt. Las 

isoformas largas de TCF1 contienen el dominio de unión a β-catenina en el extremo amino-

terminal, mientras que las isoformas más cortas carecen de este dominio y, por lo tanto, fun-

cionan como unos represores de la ruta de Wnt.  

TCF1 es esencial para el desarrollo de las células T. Los ratones Tcf7-/- tienen abun-

dantes timocitos DN1 y una reducción drástica de timocitos DN2, DN3, DP y SP y células T 

en periferia, pero un incremento en timocitos ISP251, mientras que los ratones Lef1-/- no 

muestran alteraciones en el desarrollo de las células T252. Los timocitos DN1 Tcf7-/-  mues-

tran un incremento en apoptosis y tienen expresión reducida de los genes relacionados con 

procesos metabólicos del ADN, modificación de cromatina y respuesta a daño celular. El 

hecho que se encuentren timocitos en etapas más maduras del desarrollo en ausencia de 

TCF1, sugiere que LEF1 puede compensar la pérdida de TCF1253,250. De hecho los ratones 

Tcf7-/- Lef1-/- tienen un bloqueo total en el desarrollo de los linfocitos DN3a a DP254, colabo-

rando juntos en la regulación de la transcripción del gen Tcra255. 

TCF1 es una diana directa de la ruta de NOTCH1, siendo un mediador esencial para 

la generación del linaje T, junto con GATA3 y BCL11B. El mecanismo por el cual TCF1 

controla el destino de las células T es a través de su capacidad para activar la cromatina si-

lenciada y establecer la identidad epigenética de las células T256. Esta remodelación epige-

nómica hace que cientos de genes restringidos a células T, como por ejemplo Ccr7, Bcl11b y 

Rorc, se induzcan cuando se expresa TCF1. En etapas más tardías se ha hallado un impor-

tante papel de TCF1 en el desarrollo de los timocitos DP junto con HEB, de forma que estos 

dos FT se unen juntos en alrededor de 7.000 sitios de unión en todo el genoma, determinan-

do la aparición de zonas accesibles en la cromatina257. TCF1 actúa inhibiendo la señaliza-
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ción de Notch y protegiendo a HEB de la degradación proteosómica, estableciendo los perfi-

les epigenéticos y de transcripción de los timocitos DP. También se ha demostrado que 

TCF1 y LEF1 cooperan para reprimir genes relacionados con células T CD4+ en células T 

CD8+ a través de la actividad de HDAC258. Además se ha demostrado que TCF1 es necesa-

rio para el desarrollo de las células NK259.  

5.2.3. GATA3 

Los FT de la familia GATA están muy conservados, caracterizándose por tener uno o 

dos dedos de zinc tipo C2C2 en su DBD que reconoce la secuencia WGATAR (donde W 

puede ser A o T y R puede ser A o G)260. Los seis miembros esta familia, GATA1-6, tienen 

una estructura común con un dominio de transactivación en la región amino-terminal y un 

DBD en la región carboxilo-terminal. GATA3 es el miembro de la familia expresado en 

células del linaje T, en desarrollo y maduras, células NK y NK-T261,262. Gata3 es uno de los 

primeros genes expresado por las células progenitoras durante su compromiso al linaje T, 

teniendo un papel esencial en la supervivencia, crecimiento y compromiso a este linaje260. 

Como la deleción de Gata3 provoca letalidad en el embrión, el análisis del papel de GATA3 

en el desarrollo de las células T se realizó generando ratones quiméricos Gata3-/- Rag2-/-, 

mediante la inyección de ESC Gata3-/- en blastocistos de ratones Rag2-/-263,264. Estos ratones 

no generan linfocitos T, pero el desarrollo de las células B y NK es normal, por lo que GA-

TA3 es necesario para el desarrollo de las células T. GATA3 es necesario para la expresión 

de proteínas importantes para este linaje, como BCL11b y CD3ε. Los efectos de GATA3 

son dependientes de su dosis de forma que tanto si se expresa demasiado como si no se ex-

presa, se inhibe el desarrollo de los linfocitos T265. En el primer caso se produce una diferen-

ciación de los precursores de células del linaje T hacia mastocitos, mientras que su falta im-

pide el desarrollo de los linfocitos T.  

La expresión de GATA3 se incrementa gradualmente desde la etapa DN1 a DN3, 

disminuyendo en timocitos DN4 y subiendo otra vez en timocitos DP, mientras que tiene 

una expresión diferencial en timocitos SP CD4+ y CD8+, siendo alta en SP CD4+ y baja en 

CD8+ SP266. Mediante ratones Gata3-/- condicionales en timocitos DN3a se demostró que 

GATA3 es necesario para la selección-β, observándose una acumulación de timocitos DN3a 

y una reducción de timocitos DN4, DP y SP267. En ausencia de GATA3, las células DN3a no 

llevan a cabo de forma adecuada el incremento de tamaño que acompaña a la expresión del 

pre-TCR y la mayoría de las células DN4 no expresan la cadena TCRβ267. La expresión de 
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GATA3 aumenta con la señalización mediada por el TCRαβ y regula la diferenciación de 

timocitos SP CD4+ y CD8 268,177. GATA3 también tiene un papel fundamental en la diferen-

ciación de los linfocitos Th2 y células NK 269,262,267. El papel de GATA3 durante la selección 

positiva y la diferenciación de los linfocitos Th2 está mediado a través de MYB, el cual ac-

tiva la expresión de GATA3, por lo que hay un circuito de regulación entre estos dos 

FT178,270,271. 

5.2.4. BCL11b  

BCL11B pertenece a la familia de FT con dedos de zinc tipo C2H2 Kruppel, que es 

la familia más grande en eucariotas y se expresa en progenitores de linfocitos T y en células 

epiteliales, neuronales y cerebrales272. Se trata de un FT que es imprescindible para el desa-

rrollo temprano de las células T273,274. Los ratones Bcl11b-/- presentan una proliferación in-

crementada y un bloqueo en la etapa DN2. Aunque no se expresa en timocitos DN1, 

BCL11B comienza a expresarse en la transición de timocitos DN1 a DN2, estando presente 

en las siguientes etapas del desarrollo. Tras recibir la señalización de Notch, los DN1 pro-

gresan a timocitos DN2a, donde se detecta por primera vez la activación de Bcl11b. En la 

transición de timocitos DN2a a DN2b hay un incremento en la expresión de BCL11B, per-

diéndose el potencial para generar células NK y células dendríticas. Para la activación de la 

transcripción del gen Bcl11b y el compromiso hacia células T, además de la señalización de 

Notch, se necesita la participación de otros FT como RUNX1, TCF1 y GATA3275. GATA3 

y TCF1 son dianas de la señalización de Notch, mientras que RUNX1 es un FT “heredado” 

pero que es también dependiente de Notch en HSC. GATA3 y TCF1 forman un circuito de 

retroalimentación positiva, controlando la entrada hacia un estado preparado para la activa-

ción transcripcional de Bcl11b, pero que son innecesarios para la expresión estable de 

BCL11B. De esta forma, NOTCH, GATA3 y TCF1 actúan para permitir la expresión de 

BCL11B, mientras que RUNX1 es responsable de determinar la magnitud de la expresión. 

De esta forma, estos FT colaboran de manera asincrónica para controlar la expresión de 

BCL11B.  

Aunque los  timocitos DP de ratones Bcl11b-/- no tienen defectos en la expresión del 

TCRαβ, fallan al recibir la señalización necesaria para la iniciación de la selección positiva, 

con una función defectuosa de las ERK y un bajo flujo de Ca2+ intracelular, por lo que tienen 

un incremento en la susceptibilidad a la apoptosis274,272. Por tanto, BCl11B juega un papel 
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importante en el establecimiento de la señalización del TCRαβ en células DP necesaria para 

la producción de linfocitos T αβ  y células iNK-T.  

5.2.5. HEBAlt 

Como se ha mencionado anteriormente, HEB es codificado por Tcf12, con dos iso-

formas denominadas HEBAlt y HEBCan198. A diferencia de HEBCan, cuya transcripción 

comienza en el exón 1, la transcripción de HEBAlt comienza en un promotor situado  justo 

antes de un exón denominado Alt, localizado entre los exones 8 y 9, para dar lugar a una 

proteína que carece de los exones 1-8 y con un dominio distinto, ALT, en su extremo amino-

terminal238. Así, este exon Alt reemplaza a los exones 1-8 en el transcrito de la isoforma 

HEBCan, mientras que en el transcrito HEBCan, el dominio Alt no está presente. El DBD es 

idéntico en ambas isoformas. 

HEBAlt se induce en precursores tempranos de timocitos, bajando su expresión en la 

transición de DN3a a DP, a diferencia de HEBCan cuyo pico de expresión  se encuentra  en 

timocitos DP238. La expresión de HEBAlt está regulada positivamente por  la señalización 

Notch. La principal función de HEBAlt es la represión hacia linajes alternativos a las células 

T, promoviendo así la entrada  hacia el linaje T de una forma altamente dependiente de seña-

lización de Notch276. HEBAlt actúa como colaborador con la señalización de Notch en un 

bucle de retroalimentación positiva que mantiene la identidad del linaje T, suprimiendo el 

potencial mieloide antes del compromiso hacia célula T277. El efecto represor del linaje mie-

loide de HEBAlt  está mediado por su capacidad de inhibir la función de E2A y de interac-

tuar con NOTCH1, TCF1, GATA3, BCL11B y GFI1B para formar una red de interacciones 

que inician el programa de las células T. Así pues, HEBAlt y HEBCan desempeñan papeles 

distintos durante el desarrollo de los linfocitos T: HEBAlt es importante en etapas tempranas 

induciendo la expresión de genes de linaje T y suprimiendo la mielopoyesis dentro del timo, 

mientras que HEBCan parece implicado en las etapas de selección-β y selección positiva, y 

en reprimir el linaje NK198(ver sección 3.1.3. de la Introducción). Por tanto, se puede con-

cluir que HEBAlt y HEBCan son FT funcionalmente distintos, siendo HEB-Alt específica-

mente necesario para la eficiente generación de precursores tempranos de células T277. 

5.2.6. PU.1 

PU.1, codificado por el gen Spi1, es un FT de la familia ETS con múltiples funciones 

en la hematopoyesis 278. Está expresado en HSC, MPP, células mieloides, células B y células 
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progenitoras de células T. Su acción es importante o indispensable para la generación de 

todos los precursores hematopoyéticos conocidos con potencial de desarrollo linfoide, y por 

tanto, para el desarrollo de células B, NK y T. PU.1 se une a  motivos (A/G)AGGAAGTG, 

actuando como un FT pionero en el desplazamiento de nucleosomas para dejar sitios accesi-

bles para la unión de otros FT. 

PU.1 se expresa a altos niveles en células DN1 y su expresión comienza a bajar drás-

ticamente en la transición de timocitos DN1 a DN2, siendo prácticamente indetectable en 

timocitos DN3a279,278. Aunque el mecanismo del silenciamiento de PU.1 durante el desarro-

llo de las células T no está muy claro, parece estar mediado por GATA3, TCF1, LEF1 y, 

especialmente, RUNX1. De todas formas, para que PU.1 ejerza su papel en la progresión 

desde MPP al linaje T  se necesita la señalización de Notch, ya que en su ausencia las célu-

las adoptan un perfil mieloide o de célula dendrítica280. PU.1 regula la expresión de IL-7R y 

FLT3, los cuales están implicados en la proliferación y diferenciación de células T134,281. La 

regulación temporal de este PU.1 está conservada en humanos y ratones, y su desregulación 

está asociada con la aparición de leucemia linfoblástica aguda de linfocitos T (T cell-Acute 

Lymphoblatic Leukemia, T-ALL), como consecuencia de translocaciones que promueven la 

expresión anormal y elevada de de este FT282.  

5.2.7. C/EBPα  

C/EBPα forma parte de la familia C/EBP junto a otras cinco isoformas: C/EBPβ, 

C/EBPγ, C/EBPδ, C/EBPε y C/EBPζ que reconocen la secuencia consenso CCAAT283,284. 

Estructuralmente consta de un DBD en su extremo carboxilo-terminal, la cual está conser-

vada entre todos los miembros de la familia. Esta región se encuentra dentro de un dominio 

bZip, que es indispensable para la formación de homodímeros y heterodímeros con otros 

miembros de la familia y también está implicada en la interacción con otros FT, como PU.1, 

JUN, RUNX1 y ETS1. Por otro lado, en el extremo amino-terminal se encuentran tres do-

minios de transactivación capaces de interactuar con componentes de la maquinaria trans-

cripcional, reguladores del ciclo celular y remodeladores de cromatina.  La existencia de dos 

sitios de inicio de la traducción distintos da como resultado la expresión de una proteína 

larga de 42 kDa, p42,  y una isoforma corta de 30 KDa, p30, que difieren en que p30 carece 

de dos dominios de transactivación, pero ambas dimerizan con otros miembros de la familia  

y regular la expresión de genes que gobiernan la diferenciación celular, el crecimiento, la 

supervivencia, el metabolismo y la inflamación.  
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En el sistema hematopoyético, C/EBPα es importante para la función de HSC, regu-

lando la diferenciación de las células mieloides, siendo uno de los principales interruptores 

que debe ser silenciado por otros TF para que no tenga lugar el proceso de mielopoyesis285. 

C/EBPα ejerce sus funciones reguladoras génicas a través de su interacción con otros TF y 

reguladores epigenéticos, actuando como un factor pionero encargado de abrir la cromatina 

en regiones específicas mieloides en cooperación con PU.1 y RUNX1283,285,286. La interac-

ción de C/EBPα con HAT, como CBP y p300, y el complejo remodelador de cromatina 

SWI/SNF es importante para su función283. Se ha establecido la existencia de un eje bien 

definido en el que la señalización de Notch regula positivamente la expresión de HES1, po-

co después de la entrada al timo y coincidiendo con la generación de ETP, que es responsa-

ble del silenciamiento del gen Cebpa, inhibiendo, por tanto, el desarrollo mieloide248. De 

esta manera, NOTCH1, HES1 y C/EBPα forman parte de una red de regulación genética 

que establece la identidad de las células T. 

5.3. FT activados por la señalización de IL-7 

5.3.1. STAT5 

STAT5 pertenece a la familia de proteínas transductoras de la señal y activadoras de 

la transcripción STAT, formada por un conjunto de FT conservados en la evolución, los cua-

les transducen la señal mediada por receptores de citoquinas y hormonas que reconocen la 

secuencia TTC(T/C)N(G/A)GAA287. STAT5 consiste en un dímero formado por proteínas, 

STAT5a y/o STAT5b, codificadas por dos genes muy próximos, Stat5a y Statb, que han 

derivado de un evento de duplicación relativamente reciente288. Estructuralmente las proteí-

nas STAT5a y STAT5b son muy similares y constan de un dominio amino-terminal impli-

cado en promover la dimerización, un DBD, un dominio SH2, un residuo de tirosina regula-

dor  y un dominio en carboxilo-terminal de transactivación. El dominio amino-terminal jue-

ga un importante papel a la hora de generar dímeros específicos de STAT5289,290,287. El DBD 

del dímero de STAT5 interactúa con secuencias del tipo TTCXXXGAA, aunque también 

puede unirse como un tetrámero en  motivos consenso separados por 6 ó 7 bases, lo cual 

resulta en una unión menos específica291. Hasta la fecha los resultados obtenidos muestran 

que STAT5a y STAT5b se unen a motivos similares en el ADN, aunque hay sutiles diferen-

cias en sus preferencias de unión al DNA. El dominio SH2 de STAT5 está implicado en la 

interacción inicial con los residuos de tirosina fosforilados de la cola citoplasmática del IL-

7R. Esto permite a las quinasas JAK fosforilen el residuo de tirosina regulador de STAT5a 
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y/o STAT5b, lo cual resulta en la liberación  de STAT5 del complejo activado del IL-7R y la 

formación de los dímeros del FT, los cuales pueden translocarse al núcleo para unirse a los 

promotores de sus genes diana. Los repertorios de los genes diana para STAT5a y STAT5b 

principalmente se solapan, lo cual  implica redundancia, aunque existen sitios donde se en-

cuentran diferencialmente unidos, lo cual implica especificidad292. De hecho, se han detecta-

do mutaciones germinales en el gen  STAT5B humano que causan ciertas anormalidades 

clínicas, lo que indica que STAT5a no puede compensar totalmente la pérdida de función de 

STAT5b.  

STAT5 se expresa en todos los linfocitos y juega un papel clave en múltiples aspec-

tos de su desarrollo y su función293,290. STAT5 se activa por varias citoquinas, con recepto-

res poseedores de cadena γc, como los de IL-2, IL-4, IL-7, IL-13 e IL-15, así como algunos 

con receptores independientes de γc, como el de linfopoyetina tímica estromal (Thymic 

Lymphopoyetin Stromal Protein, TLSP), el factor estimulante de colonias de granulocitos y 

macrófagos (Granulocyte and Macrophage-Colony Stimulating Factor, GM-CSF) e IL-27. 

Este FT es crítico para el desarrollo de células T γδ al regular los reordenamientos del gen 

Tcrg129,294,295,296, así como para la expansión de los timocitos DN465 a través de la señaliza-

ción mediada por IL-7R. Por otro lado, la señalización IL-7R/STAT5 juega un importante 

papel en la generación de células T CD8+ ya que un incremento de la señalización de 

STAT5 promueve dicha diferenciación al regular positivamente la expresión de RUNX3162.   

5.4. FT inducidos por la señalización del pre-TCR 

La señalización del pre-TCR puede resumirse en dos fases (Figura 8): una fase inicial 

que abarca desde el estadio DN3a al estadio ISP y una segunda fase que llega hasta el esta-

dio lDP297. En la fase inicial, el fenómeno que se da por excelencia es la proliferación, 

acompañada por un perfil molecular característico donde se observa una gran abundancia del 

factor NFATc1 en el núcleo y un aumento de la expresión de EGR3 e ID3. En esta etapa hay 

también una bajada en la expresión de CD25 (cadena de IL-2R), se dejan de expresar la ca-

dena pre-Tα y las proteínas RAG1 y RAG2, y comienzan a aparecer los primeros transcritos 

germinales del gen Tcra. A diferencia de la fase inicial, durante la segunda fase hay muy 

poca expresión de EGR3 e ID3, hecho que facilita la unión de las proteínas E E2A y HEB al 

ADN y la inducción de RORγt, que junto a las proteínas E, activan la expresión de RAG1 y 

RAG2, lo cual promueve el inicio de los reordenamientos del gen Tcra, y la expresión de 

BCLxL, lo cual aumenta la supervivencia celular. Además en esta segunda fase, los timoci-
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tos dejan de proliferar, entrando en un estado de quiescencia que inhibe la degradación de 

las proteínas RAG298. Además de estos FT, GATA3, MYB y RUNX1 tienen un papel fun-

damental durante la señalización mediada por el pre-TCR y la selección-β196,176,267, así como 

los FT AP1 (Activation Protein-1), NFκB, EGR1 y ETS1 (E26 Transformation Specific 

1)299. 

              

Figura 8. Fases de la señalización del pre-TCR. En la fase inicial que abarca las primeras 36 horas (h) se 
observa una gran abundancia del factor NFATc1 y un aumento de la expresión de EGR3 (círculo verde) e ID3 
(círculo azul). También hay una bajada en la expresión de CD25, se deja de expresar la cadena pre-Tα y las 
proteínas RAG1 y RAG2 y aparecen los primeros transcritos germinales del gen Tcra. En la segunda fase que 
va desde las 36 a las 96 h hay muy poca expresión de EGR3 e ID3, hecho que facilita la unión de las proteínas 
E2A (óvalo naranja) y HEB al ADN y la inducción del TF RORγt (pentágono rosa), que junto a las proteínas E 
activan la expresión de RAG1 y RAG2 (círculo marrón), lo que promueve los reordenamientos del gen Tcra y 
la expresión de BCL-xL (círculo morado) aumentando la supervivencia y CPEB4 (círculo rojo) haciendo que 
los timocitos dejen de proliferar entrando en un estado de quiescencia que evita la degradación de las proteínas 
RAG. 

5.4.1. NFAT 

La familia de FT NFAT está formada por cuatro miembros NFATc, NFATc1-4, y 

NFAT5 que se unen a la secuencia consenso GGAAA300. Los NFATc están regulados por 

los niveles de Ca2+ citosólico y el sensor de Ca2+ calmodulina. La actividad de estos FT de-

pende de la desfosforilización de los mismos mediada por calcineurina, fosfatasa de serina y 

treonina dependiente de Ca2+. La calcineurina activada se une directamente a NFATc fosfo-

rilado en el citoplasma, desfosforilándolo e induciendo su translocación al núcleo que se 

unen al ADN para la expresión de sus genes diana.  
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Los FT NFATc llevan a cabo diferentes papeles en el desarrollo de los linfocitos T, 

siendo importantes en procesos como la diferenciación, proliferación y supervivencia300. 

Durante la primera fase o fase proliferativa de la señalización mediada por el pre-TCR, 

NFATc1 se acumula en el núcleo de los timocitos, debido a que la calcineurina es activada 

mediante las señalizaciones del pre-TCR300,301,302,297. La ausencia tanto de calcineurina, co-

mo de NFATc1 (también llamado NFAT2) o NFATc3 (también llamado NFAT4) causa 

defectos en el desarrollo temprano de los timocitos, a consecuencia de un bloqueo parcial en 

el estadio DN3a con una reducción significativa de timocitos DP, mientras que la expresión 

forzada de NFATc1 omite parcialmente la necesidad del pre-TCR durante la selección-

β303,304,305,306,307. Los FT NFATc son también activados por la señalización mediada por el 

TCRαβ en timocitos DP,  regulando la selección positiva a través de la regulación de la 

apoptosis mediada por BCL2308,306. El mecanismo de acción de NFATc1 parece ser la acti-

vación de la expresión de ID3 para inhibir la acción de E2A y HEB297.  

NFAT5 es una proteína independiente de la calcineurina que inicialmente se descri-

bió como un FT de respuesta a ósmosis. Sin embargo, NFAT5 también regula procesos in-

dependientes al estrés osmótico, como es la respuesta transcripcional de los macrófagos al 

ser activados por patógenos a través de su receptor de tipo Toll309.  En el timo, la expresión 

de NFAT5 está regulada por la señalización mediada por el pre-TCR, de forma independien-

te del estrés osmótico150. La deleción de NFAT5 en timocitos tempranos demostró que este 

FT facilita la supervivencia de los timocitos y la exclusión alélica de la cadena TCRβ duran-

te la señalización del pre-TCR, pero no se necesita para la selección positiva o negativa de 

los timocitos DP inducida por el TCRαβ. El efecto de NFAT5 durante la selección-β podría 

estar asociado a una expresión aumentada de BCL2 y p53/NOXA. Se ha identificado otra 

vía alternativa de activación de NFATc y NFAT5 mediada por IL-7R con un papel crítico en 

el desarrollo de los linfocitos310. 

5.4.2 EGR  

Los FT EGR constituyen una familia que comprende cuatro miembros, EGR1-4, que 

contienen un DBD compuesto por tres dedos de zinc y reconocen una secuencia de ADN 

rica en GC311,312. Estos FT se expresan en muchos tipos celulares y su expresión es rápida-

mente inducida en respuesta a mitógenos, diferenciación, señales de apoptosis y daño tisular. 

De los cuatro miembros de la familia, EGR1, EGR2 y EGR3 se expresan durante el desarro-

llo de los timocitos313. EGR1 y EGR3 se inducen por la señalización del pre-TCR y son im-
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portantes para la transición de timocitos DN3a a DP. La transcripción de Egr1 se induce 

durante la transición de timocitos DN3 a DN4 por la activación de la PKC, como conse-

cuencia de la señalización del pre-TCR o por tratamiento con ésteres del forbol que activan 

esta quinasa (Phorbol 12-Myristate 13-Acetate, PMA), mientras que la transcripción de 

Egr2 y Egr3 es dependiente de la señalización mediada por Ca2+, con un pico de expresión 

también muy rápido313,314. La sobreexpresión de EGR1 o EGR3 en ratones deficientes en la 

señalización del pre-TCR induce la selección-β, baja la expresión de Rag1, Rag2 y Ptcra e 

induce la transcripción del locus Tcra, características muy similares a la señalización media-

da por el pre-TCR313,315,316. Los ratones Egr1-/- o Egr2-/- tienen una selección-β normal, pero 

un defecto en la selección positiva, mientras que los ratones Egr3-/- tienen un bloqueo parcial 

en la etapa DN3, que es en gran parte debido a un defecto en la proliferación de las células 

DN4317. Los ratones Egr1-/-Egr3-/- presentan una reducción severa del número de timocitos, 

con una reducción del ratio DN4/DN3318. Esta baja celularidad tímica es debida a la apopto-

sis masiva de los timocitos debida a un defecto en su supervivencia, la cual no se observa en 

los ratones Egr1-/- o Egr3-/-, sugiriendo que existe una función redundante entre EGR1 y 

EGR3. Al igual que EGR1 y EGR3, EGR2 también se induce por la señalización del pre-

TCR en timocitos DN3a313. La sobre-expresión de EGR2 también induce una bajada en la 

expresión de los genes Rag1 y Rag2, indicando una función redundante entre EGR1, EGR2 

y EGR3. En ratones Egr2-/-, además de observarse un defecto similar a los observados en 

ratones Egr1-/- y Egr3-/-, se observa un aumento en la maduración de timocitos DP a SP, in-

dicando un papel específico de EGR2 durante la selección positiva319. 

Los FT EGR actúan conjuntamente con otros FT para mediar la transcripción de ge-

nes específicos de linfocitos. La cooperación entre EGR1 y NFATc1, inducidos a través de 

la ruta de las MAPK y Ca2+ respectivamente, favorece una eficiente progresión de los timo-

citos a través de la selección-β, colaborando en la transactivación varios genes, tales como 

Il2, Tnfa, Cd154 y Fasl152. 

5.4.3. ID3 

Como se ha comentado anteriormente, durante la primera fase o fase proliferativa de 

la señalización mediada por el pre-TCR, ID3 se induce  suprimiendo así la actividad de las 

proteínas E transitoriamente, mientras que durante la segunda fase o fase quiescente de esta 

señalización se inhibe la expresión de ID3205,297. La inhibición de la función de E2A/HEB 

mediada por ID3 durante la primera fase de esta señalización causa la inhibición de la expre-
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sión de NOTCH1, pre-Tα, RAG1 y RAG2, mientras que la inhibición de la expresión de 

ID3 en la segunda fase, permite que E2A/HEB puedan ejercer su función, dando lugar a la 

inducción del RORγt y a la re-expresión de RAG1 y RAG2, necesaria para la inducción de 

la recombinación del gen Tcra201,297.  

5.4.4. RORγt 

RORγt y RORγ son dos isoformas codificadas por el gen Rorc que difieren solo en 

21 aminoácidos del extremo amino-terminal con DBD idénticos320,321. Estos TF reconocen 

una secuencia denominada RORE (ROR element) cuyo consenso es AGGTCA, precedida 

por 5 pb ricas en A/T. RORγt se expresa principalmente en timocitos y células Th17, mien-

tras que RORγ se expresa en numerosos tejidos. La expresión de RORγt se induce en la 

transición de DN a DP en el desarrollo de células T. Los ratones Rorc-/-, deficientes en RORγ 

y RORγt, o con el dominio DBD mutado muestran una reducción del 60-80% de timocitos 

DP322. Esto es debido a un incremento significativo en la apoptosis de las células DP, debido 

a una drástica reducción en la expresión del factor anti-apoptótico BCLxL320,321. Debido a la 

disminución de duración de la vida de los timocitos DP, los ratones Rorc-/- presentan solo 

reordenamientos primarios del gen Tcra, afectando al repertorio de las células T αβ (ver sec-

ción 8.1 de la Introducción) y generación de las células iNK-T323,321. RORγt es además un 

FT clave para el linaje de células Th17 y el desarrollo de células linfoides innatas residentes 

en el intestino y otros tejidos de barrera324,325. 

5.4.5. AP1 

AP1 constituye una familia de FT formados por una variedad de dímeros de las fami-

lias FOS y JUN, caracterizados por tener motivos bZip que reconocen la secuencia 

TGA(G/C)TCA326. Las proteínas FOS: FOS, FOSB, FRA1 y FRA2 solo pueden heterodi-

merizar con miembros de la familia JUN: JUN, JUNB y JUND, mientras que las proteínas 

JUN pueden homodimerizar consigo mismas, para formar dímeros transcripcionalmente 

activos. Los distintos heterodímeros formados por diferentes combinaciones de JUN-JUN o 

JUN-FOS reconocen secuencias de ADN similares, pero con diferentes afinidades y activi-

dades de transactivación. Las proteínas FOS y JUN se activan por fosforilación a través de 

las quinasas ERK y JNK (Jun N-terminus Kinase). La principal forma activa de AP1 ocurre 

a través de la fosforilación de JUN por JNK. La fosforilación de su dominio de transactiva-

ción hace que se incremente la transcripción de sus genes diana, siendo uno de los cuales el 

propio Jun. Se pueden observar cambios en la unión de AP1 al ADN debido a variaciones en 
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la expresión de los genes Fos o Jun provocadas por la diferente estabilización de los dímeros 

formados o por cambios en las quinasas y fosfatasas que actúan sobre ellos. 

 Los ratones Jun-/- presentan una elevada letalidad embriónica327, por este motivo se 

generaron ratones quiméricos Jun-/-/Rag2-/-328 o ratones Jun-/- condicionales329, demostrándo-

se que el papel de AP1 sobre el desarrollo de las células T depende de JUN, mientras que en 

estudios previos, en los que se delecionaron los genes Junb, Jund o Fos, no se evidenciaron 

efectos sobre el desarrollo de las células T. El análisis de los ratones Jun-/- mostró un incre-

mento en el número de linfocitos T γδ, mientras que los linfocitos T αβ no llegan a madurar 

debido a un bloqueo en la etapa DN3a. En etapas más tardías de maduración, concretamente 

en timocitos DP, hay una bajada en la expresión de AP1 que provoca un descenso en la pro-

ducción de citoquinas, tales como IL-2, y, por consiguiente, una limitada proliferación celu-

lar330. AP1 colabora junto con otros FT de las familias NFAT y EGR, modulando la activi-

dad de elementos reguladores como el enhancer del locus Tcra, Eα, el cual empieza a acti-

varse tras la selección-β 314. 

5.4.6. NFκB 

NFκB está formado por un heterodímero de las proteínas REL (REL, RELA y 

RELB)  y p50 (NFκB1 y NFκB2), que en estado inactivo se encuentran formando un com-

plejo con la proteína inhibitoria IκB en el citosol331. Las proteínas REL contienen el dominio 

de activación. La activación del pre-TCR o el TCRαβ , TLR (Toll-Like Receptors) o recep-

tores de linfoquinas inflamatoria,s como el factor de necrosis tumoral (Tumor Necrosis Fac-

tor, TNF) o IL-1β, dan lugar a la activación de la quinasa de IκΒ (IκΒ Kinase, IKK). IKK 

fosforila a IκB y la dirige a su ubiquitinación y degradación por el proteosoma, dejando libre 

al NFκB activo, el cual entra en el núcleo para activar sus genes diana a través de su reclu-

tamiento a sitios GGGRNNYYCC. Este FT es de acción rápida ya que no necesita ser sinte-

tizado de novo, tal como ocurre en el caso de los FT NFAT, EGR, AP1 o STAT5. 

El papel de este FT durante el desarrollo de los linfocitos T  no está del todo claro, 

pero participa en la regulación de la selección-β, la selección positiva y en los procesos ma-

durativos de los linfocitos CD4+ a células Treg331. Los timocitos DN1 y DN2 expresan bajos 

niveles de NFκB, con un pico de expresión en timocitos DN3a y una bajada en timocitos 

DN4 y DP. La supervivencia y diferenciación de los timocitos DN3a depende de la activa-

ción de NFκB por la señalización del pre-TCR, posiblemente debido a la implicación de este 
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FT en la división celular de estas células. Durante la selección positiva, NFκB está implica-

do en la diferenciación de los timocitos DP a SP CD8+, mientras que no se necesita para la 

diferenciación a SP CD4+.  

5.4.7. ETS1 

ETS1 (Erythroblast Transformation-Specific 1) juega un papel importante en la dife-

renciación de los linfocitos T αβ y las células NK332. ETS1 reconoce los sitios 

CGGAA(T/G) (sitio canónico de ETS1) y AGGAAG  (sitio similar a PU.1). La expresión de 

ETS1 aumenta mucho en la transición de los timocitos DN3a a DP, de forma coincidente 

con la señalización por el pre-TCR. ETS1 es esencialmente un activador transcripcional que 

necesita unirse junto a otros FT para ejercer su función, asociándose preferentemente con 

RUNX1 en timocitos DN3a y con TCF1 en timocitos DP. Los ratones Ets1-/- tienen defectos 

en la selección-β y la selección positiva, la activación celular de los linfocitos T αβ, en la 

respuesta Th1 y la diferenciación de las células Th17. ETS1 contribuye a la diferenciación 

de los timocitos DP a SP CD8+ debido a su implicación en la terminación de la expresión de 

CD4 a través de la inducción de RUNX3333. Además se trata de un oncogén, cuya transloca-

ción está relacionada con la generación de leucemias. 

6. Receptores de antígeno linfocitos T, TCR 

Desde hace años es conocido que la inmunidad adaptativa en vertebrados complejos 

es mediada por los receptores de antígeno, TCR en linfocitos T e Ig en linfocitos B, los cua-

les tienen una estructura característica con rasgos comunes entre ellos que les permite reco-

nocer una gran variedad de moléculas no propias, denominadas antígenos (Figura 9). 

6.1. Estructura del TCR 

Según el tipo de TCR que presente un linfocito T maduro, los linfocitos se clasifican 

en linfocitos T αβ y γδ. Estos receptores son únicos de cada linfocito T, es decir son clono-

típicos, reconociendo antígenos específicos. Los TCRαβ reconocen péptidos antigénicos 

presentados por el MHC (de clase I o II) presente en la membrana de las llamadas células 

presentadoras de antígeno, mientras que los TCRγδ reconocen glicolípidos asociados a la 

molécula CD1334. Las células presentadoras de antígeno captan y procesan los antígenos, 

para presentarlos a los linfocitos T αβ en forma de péptidos asociados al MHC en la mem-

brana celular.  
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 Tanto el TCRαβ como el TCRγδ están formados por heterodímeros de cadenas 

peptídicas variables unidas por puentes disulfuro (Figura 9): TCRα y TCRβ en el caso del 

TCRαβ, y TCRγ y TCRδ en el caso del TCRγδ334,335. Estas cadenas variables son responsa-

bles del reconocimiento antigénico y están asociadas a otras cadenas invariables del comple-

jo CD3, que son imprescindibles para que el complejo se exprese en la membrana y para la 

transducción de las señales. Estas cadenas del CD3 incluyen CD3γ, CD3δ, CD3ε y CD3ζ. 

Al igual que las cadenas variables, las cadenas CD3 se asocian formando dímeros unidos 

covalentemente: CD3εδ, CD3γε y CD3ζζ.  

     

Figura 9. Estructura de los receptores de antígeno. Los TCRαβ están constituídos por dos cadenas variables 
TCRα y TCRβ que se encuentran unidas covalentemente por puentes disulfuro asociadas a tres dímeros de 
cadenas CD3 invariables (CD3δεe, CD3γδ, CD3ζζ). Al igual que los TCRαβ, las Igs están formadas por dos 
cadenas variables, pero en este caso formadas por una cadena pesada IgH y una cadena ligera Igκ o Igλ, unidas 
covalentemente por puentes disulfuro asociadas a dos dimeros de cadenas CD79 invariables (CD79αβ o Igαβ). 
En amarillo se representan las regiones variables y en verde las regiones invariables de las cadenas de los TCR 
e Ig. En morado se representan las cadenas CD3 y en rojo y naranja se representan las cadenas CD79. Con 
franjas rojas se muestran las regiones hipervariables y en amarillo se representan los motivos ITAM dentro de 
las cadenas invariables. Ilustración modificada de García-Mariscal A. et al. (2013). 

 Estructuralmente, las cadenas del TCR están compuestas por dos regiones (Figura 9): 

una región variable localizada en el extremo amino-terminal y una región constante situada 

en el extremo carboxilo-terminal334,335. A su vez dentro de la región variable se encuentran 

dos o tres tramos de secuencias hipervariables que reciben el nombre de regiones determi-

nantes de complementariedad (Complementary Determinant Regions, CDR), que provienen 

del reordenamiento de los segmentos génicos V (Variable), D (Diversidad) y J (Joining o 

unión) que forman los genes del TCR e Ig. Las CDR de cada cadena se combinan de forma 
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tridimensional con los CDR de la cadena complementaria para generar la región variable de 

reconocimiento antigénico de los receptores. Por otro lado, las regiones constantes de cada 

cadena TCR están formadas por una parte transmembrana hidrófoba y una corta parte cito-

plasmática. La función de la región citoplasmática es la de interaccionar física y funcional-

mente con el subcomplejo CD3. Las proteínas CD3 poseen en sus dominios citosólicos mo-

tivos ITAM, formados por dos residuos de tirosina flanqueados por leucina o isoleucina y 

separados por aminoácidos aromáticos, que son responsables de transmitir la señal del 

TCR336. La señalización recibida por el TCR desencadena la fosforilación en los residuos de 

tirosina de los ITAM por quinasas de la familia SRC, lo que conduce a la activación de 

eventos los intracelulares334,335, siendo similares para la señalizaciones mediadas por el pre-

TCR y el TCR (sección 2.3.1). 

6.2. Organización genómica de los loci del TCR 

6.2.1. Loci de los genes Tcra y Tcrd, Tcra/Tcrd 

Los genes Tcra y Tcrd forman un único locus combinado337,58,338	  (www.imtg.com) 

(Figura 10). Esta organización es compartida en todos los vertebrados desde los peces te-

leósteos, indicando que estos genes han estado juntos desde hace más de 400 millones de 

años339. En mamíferos y aves, este locus presenta una estructura que impide la coexistencia 

de reordenamientos de los genes Tcra y Tcrd en el mismo cromosoma, ya que los reordena-

mientos del gen Tcra tienen como resultado la deleción del gen Tcrd en un círculo extra-

cromosómico340,341. Este locus se encuentra ubicado entre los genes de los receptores olfato-

rios y Dad1 en el cromosoma 14, tanto en ratones como humanos337,58,338. En la región 5´ del 

locus Tcra/Tcrd de ratón, que comprende 1,5-1,8 megabases (Mb) dependiendo de la cepa, 

se encuentran alrededor de 100 segmentos génicos V, algunos de los cuales algunos, deno-

minados Vα, reordenan solo con los segmentos Jα, otros denominados Vδ solo lo hacen con 

los segmentos Dδ, y otros con ambos, participando en el repertorio de las cadenas TCRα y 

TCRδ. La región 5´del locus TCRA/TCRD humano ocupa 800 Kb y está formado por 46 

segmentos Vα, Vδ y Vα/δ funcionales. En la región 3´ del locus de ratón o humano, de 

aproximadamente 0.1 Mb, se encuentran el resto de secuencias necesarias para generar la 

cadena TCRδ: dos segmentos Dδ en ratón y tres en humanos , dos segmentos Jδ en ratón y 

cuatro en humanos, la región que codifica por la región constante de la cadena TCRδ, Cδ, 

formada por cuatro exones, y un segmento Vδ en orientación inversa al resto de segmentos 

V. A continuación hacia 3´se encuentran las secuencias necesarias para generar la cadena 
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TCRα: 61 segmentos Jα y la región constante de la cadena TCRα, Cα, formada también por 

cuatro exones, tanto en ratones como en humanos. La transcripción y recombinación de es-

tos genes están reguladas por promotores asociados a todos los segmentos génicos y dos 

enhancers, Eα, asociado con la regulación del gen Tcra, y Eδ, asociado con la regulación 

del gen Tcrd. Eα se sitúa en el extremo 3´ del locus, a continuación de Cα, mientras que Eδ 

se encuentra ubicado entre el segmento Jδ situado más 3´y la región Cδ337,58. 

6.2.2. Locus TCRγ  

El locus TCRγ se sitúa en una región relativamente corta de ADN comparada con los 

otros loci del TCR, ocupando aproximadamente 200 Kb en el cromosoma 13 de ratón y el 

cromosoma 7 en humanos58 (www.imtg.com) (Figura 10). El locus de ratón está formado 

por cuatro clusters de segmentos génicos: γ1-γ4, conteniendo segmentos Vγ y Jγ, y una re-

gión constante, Cγ. En total el locus de ratón está compuesto por 7 segmentos Vγ funciona-

les y uno no funcional, y 3 Jγ-Cγ unidades funcionales y una no funcional. Como elementos 

reguladores hay un enhancer, Eγ, situado 3´ de cada Cγ y otro, denominado HSA, en el clus-

ter γ1, además de promotores transcripcionales asociados a los segmentos génicos Vγ y 

Jγ342,337,58. El locus humano está formado por 6 segmentos Vγ funcionales en el extremo 5´y 

dos clusters de segmentos Jγ, cada uno de ellos asociado a un segmento Cγ y un solo enhan-

cer Eγ situado 3´ de la región Cγ2. 

6.2.3. Locus TCRβ 

El locus TCRβ abarca una zona de 670 Kb en el cromosoma 6 de ratón y 620 Kb en 

el cromosoma 7 humano58,343 (www.imtg.com) (Figura 10). La región 5´ de este locus de 

aproximadamente 300 Kb está compuesta por 35 segmentos Vβ, 14 de los cuales son no 

funcionales en ratones y de 500 Kb compuesta por 47 segmentos Vβ en humanos. En la re-

gión 3´ del locus de ratón y humano existen dos clusters de segmentos DβJβ, formados por 1 

segmento Dβ y 6 segmentos Jβ. Los exones que codifican por la región constante del TCRβ, 

Cβ, están posicionados 3´a continuación cada cluster DβJβ, denominándose Cβ1 y Cβ2, 

seguidos por un único segmento génico, Vβ31. Cada segmento Vβ tiene su propio promotor, 

así como los segmentos Dβ1 y Dβ2. Hay un único enhancer en este locus, Eβ, situado a 3´ 

de la región Cβ2. 
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Figura 10. Estructura génica de los loci del TCR. Se representa la estructura génica de los loci Tcra/Tcrd, 
Tcrb y Tcrg. Los segmentos génicos se representan por rectángulos amarillos y las secuencias señal de recom-
binación (RSS) con triángulos negros o blancos (según una secuencia espaciadora de 23 pb en negro o de 12 pb 
en blanco). Para que la recombinación entre dos segmentos génicos ocurra se necesita que las RSS tengan 
distintas espaciadoras: regla 12/23. Las regiones constantes se representan como rectángulos verdes. Los pro-
motores están asociados a determinados segmentos génicos y se representan en azul. Los enhancers se repre-
sentan como círculos rojos. Ilustración tomada de del Blanco B. et al. (2014). 

7. Recombinación V(D)J 

La recombinación de los segmentos génicos V, (D) y J en los genes Tcra y Tcrb  o 

Tcrg y Tcrd durante el desarrollo de los timocitos permite la expresión de un TCRαβ o 

TCRγδ,  respectivamente, mientras que la recombinación V, (D) y J de los genes Igh e Igk o 

Igl durante el desarrollo de los linfocitos B permite la expresión de las Ig58. Este proceso, 

denominado recombinación V(D)J, permite la obtención de un gran repertorio de receptores 

a partir de una mínima cantidad de material genético (Figura 11). Este proceso depende del 

reconocimiento de unas secuencias que flanquean los segmentos génicos V, D y J denomi-

nadas secuencias señal de recombinación (Recombination Signal Sequences, RSS), de forma 

que estos reordenamientos ocurren exclusivamente en el contexto de los genes de los TCR e 

Ig. Estos reordenamientos están restringidos a los progenitores de las células T y células B, y 

no ocurren en otros tipos celulares, por estar mediados por una endonucleasa específica de 

estas células formada por dos subunidades denominadas RAG1 y RAG2. 

7.1. Iniciación, corte y ensamblaje de segmentos génicos codificantes 

La recombinación V(D)J consiste en el ensamblaje de los segmentos génicos V, (D) 

y J para generar una nueva organización de un gen que codifica por una cadena de un recep-
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tor de antígeno, lo que permite la expresión de una cadena funcional58. El ensamblaje de los 

segmentos V, (D) y J es el proceso responsable de la generación de la diversidad en los re-

ceptores de los antígenos en linfocitos T y B, y en torno a su expresión pivota todo el  proce-

so de diferenciación de estas células (Figura 4). De forma resumida, un evento de recombi-

nación V(D)J ocurre en los siguientes pasos: sinapsis entre dos RSS, corte en la doble cade-

na del ADN, procesamiento y unión de los extremos cortados (Figura 11). La sinapsis con-

siste en la aproximación de dos segmentos génicos a través de sus RSS, mediada a través de 

las proteínas RAG1 y RAG2, las cuales reconocen estas secuencias y actúan como una en-

donucleasa que corta la doble hebra del ADN de forma precisa entre cada segmento génico y 

la RSS correspondiente. Este proceso da lugar a que dos segmentos génicos tengan un ex-

tremo cortado en cada uno de ellos, denominados extremos codificantes, y un fragmento de 

ADN conteniendo las dos RSS cortadas, cuyos extremos se denominan extremos no codifi-

cantes. Los extremos codificantes son procesados mediante un proceso que involucra la pér-

dida y adición de nucleótidos, aumentando la diversidad de las secuencias en estas uniones, 

y ligados para restaurar la integridad génica, mientras que los dos extremos no codificantes 

se ligan entre sí de forma precisa, dando lugar a un círculo extracromosomal que permanece-

rá estable en el núcleo mientras la célula no se divida pero que se perderá por dilución en 

sucesivas divisiones celulares. 

En función de la especificidad de su expresión se distinguen dos conjuntos distintos 

de proteínas que participan en la recombinación V(D)J (Figura 11): 1) proteínas específicas 

de progenitores linfoides: RAG1, RAG2 y la transferasa terminal de deoxinucleótidos (Ter-

minal dinucleotide Transferase, TdT), responsable de la adición de nucleótidos en los ex-

tremos codificantes; 2)  proteínas generales del proceso de reparación de extremos no homó-

logos: Ku70/80, la proteín quinasa dependiente de ADN (DNA-dependent Protein Kinase, 

DNA-PK), Artemis, ligasa IV y XRCC4, implicadas en la apertura de bucles y reparación de 

roturas en la doble hélice del ADN. 

Para que ocurra la recombinación V(D)J es importante que RAG1 y RAG2 se unan 

juntas a las RSS de los segmentos que van a resultar recombinados. Una RSS consiste en 

una secuencia heptamérica y una secuencia nonamérica, ricas en AT y altamente conserva-

das, que están espaciadas por 12 o 23 pb. Las recombinaciones V(D)J siguen la “regla 

12/23”, de manera que un segmento que contenga una RSS con un espaciador de 12 pb solo 

se recombina con otro que contenga una RSS con un espaciador de 23 pb. Por ejemplo, un 

segmento V que esté flanqueado por una RSS con una secuencia espaciadora de 23 pb se 
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puede recombinar con un segmento D que tenga una RSS de 12 pb, pero no con un segmen-

to J que tenga una RSS de 23 pb. 

                                 

Figura 11. Mecanismo molecular de la recombinación V(D)J. Inicialmente las proteínas RAG1, RAG2 y 
HMG (círculos rojos) se unen juntas a las RSS (triángulos azul claro y azul oscuro). En un segundo paso las 
proteínas RAG unidas a cada RSS, forman un tetrámero, aproximando los dos segmentos en un proceso cono-
cido como sinapsis. En el siguiente paso, RAG1 y RAG2 cortan la doble hebra dando lugar a una horquilla en 
los extremos codificantes y a otra estructura con extremos romos no codificantes que contienen las RSS. La 
estructura con los extremos no codificantes, conteniendo las RSS, es reconocida por el heterodímero 
Ku70:Ku80 haciendo que se unan también la proteína Artemis,  la quinasa DNA-PK y las ligasas IV y XRCC4 
que finalmente ligan esta estructura formando un círculo. La estructura con los extremos codificantes dará 
lugar a la formación de una horquilla de ADN con los segmentos génicos, donde se unen Ku70:Ku80, Artemis 
que es fosforilada por DNA-PK y Tdt que añadirá nucleótidos nuevos. Finalmente las ligasas IV y XRCC4 
ligarán dando lugar a una unión codificante. Ilustración tomada de de Little, A. (2015) 

En la primera fase del proceso, RAG1 y RAG2 ayudadas por proteínas de la familia 

de proteínas de la familia HMG, HMGB1 y HMGB2, capaces de cambiar la conformación 

de la doble hélice del ADN, se unen juntas a las RSS de dos segmentos que van a recombi-

narse, interaccionando entre sí para formar un tetrámero capaz de aproximar a los dos seg-

mentos génicos en un proceso llamado sinapsis.Tras la sinapsis, RAG1 y RAG2 cortan la 

doble hebra del ADN, dando lugar como productos resultantes a una horquilla en cada ex-

tremo codificante y dos extremos romos no codificantes conteniendo las RSS. La horquilla 

formada en cada extremo codificante es abierta por la nucleasa Artemis, la cual es activada 

mediante fosforilación mediada por DNA-PK, permitiendo que TdT añada nuevos nucleóti-
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dos a los extremos abiertos. Los extremos codificantes y no codificantes son reconocidos 

por el heterodímero Ku70:Ku80, y ligados mediante la acción de la ligasa IV y XRCC4. 

7.2. Control de la recombinación V(D)J 

La recombinación V(D)J es una reacción específica de los genes que codifican para 

las cadenas de los receptores del antígeno, ya que éstos son los únicos genes del genoma 

formados por segmentos génicos flanqueados por RSS337,58. Por otro lado, la expresión de 

RAG1 y RAG2 es exclusiva de precursores de linfocitos, limitando la recombinación de los 

genes de los receptores de antígeno a estos tipos celulares. Pero además este proceso está 

regulado a otros cuatro niveles que regulan la accesibilidad de las RSS al reconocimiento 

por RAG1 y RAG2: 1) a nivel del linaje celular, de forma que los genes que codifican para 

las cadenas de las Ig reordenan exclusivamente en precursores de células B, mientras que los 

genes de las cadenas del TCR lo hacen solo en precursores de células T; 2) a nivel temporal, 

de forma que el reordenamiento de cada uno estos genes ocurre en un determinado momento 

del desarrollo celular, así los genes Tcrb, Tcrg y Tcrd reordenan en timocitos DN2-DN3a 

mientras que el gen Tcra reordena en timocitos DP, y el gen Igh, que codifica para la cadena 

pesada de Ig, reordena en células pro-B mientras que los genes Igl e Igk, que codifican para 

las cadenas ligeras, lo hacen en células pre-B; 3) a nivel de orden de los segmentos génicos, 

de forma que los reordenamiento DJ ocurren antes que los VDJ en los genes Tcrb e Igh; y 4) 

a nivel alélico, de forma que solo uno de los dos alelos reordena productivamente en el caso 

de los genes Tcrb, Igh, Igk e Igl. Aunque el reordenamiento de los genes Tcra, Tcrd y Tcrg 

no está regulado a nivel alélico, existe un mecanismo de exclusión alélica a la hora de expre-

sar el TCR relacionado con el grado de afinidad que presenten entre sí las cadenas a la hora 

de emparejarse para ser expresadas juntas en la membrana celular345,346. 

7.3. Regulación de la accesibilidad de las RSS a las proteínas RAG1 y RAG2 

El hecho de que las proteínas RAG1 y RAG2 se expresen tanto en los precursores de 

linfocitos T y como de linfocitos B planteó hace décadas un reto para explicar los cuatro 

niveles de control anteriormente mencionados, estableciéndose hace 35 años por Yancopou-

los et al.347 el llamado “Modelo de Accesibilidad”. Este modelo postulaba que la accesibili-

dad de las proteínas RAG1 y RAG2 a las RSS depende de la estructura de la cromatina pre-

sente en los distintos segmentos de los genes de las cadenas de receptor de antígeno. En la 

actualidad este modelo está completamente aceptado ya que ha sido validado experimental-

mente348,349. Entre los experimentos pioneros que han demostrado este modelo destacan los 
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siguientes: 1) la verificación que las proteínas RAG1 y RAG2 son capaces de activar la re-

combinación V(D)J en construcciones exógenas transfectadas en células no inmunes, pero 

no de los genes endógenos, evidenciando que la cromatina supone un obstáculo para la re-

combinación350; 2) RAG1 y RAG2 solo son capaces de inducir la recombinación de los ge-

nes de Ig en núcleos de precursores de linfocitos B, mientras que inducen los reordenamien-

tos de los genes del TCR exclusivamente en núcleos de precursores de linfocitos T351; 3) 

aunque RAG2 es reclutado a todas las regiones transcripcionalmente activas del genoma a 

través de un dominio PHD (Plant HomeoDomain) capaz de reconocer H3K4me3352,353, el 

reclutamiento de RAG1 es específico de las regiones donde está ocurriendo la recombina-

ción V(D)J, llamadas “centros de recombinación”, pero ocurre de forma exclusiva en los 

genes de Ig en los precursores de linfocitos B y en los genes de los TCR en los precursores 

de los linfocitos T354; además esta accesibilidad está regulada por la actividad transcripcional 

y la función de los promotores y enhancers presentes en estos genes355. Estos resultados 

indican que el reconocimiento de las RSS por RAG1 y RAG2 depende de la accesibilidad de 

la cromatina en determinados segmentos génicos, la cual depende, a su vez, de la acción de 

complejos remodeladores de la cromatina reclutados por promotores y enhancers. En los 

genes que codifican para los TCR, H3K9me1 provoca una inhibición de la recombinación 

V(D)J, ya que estéricamente impide el acceso de RAG1 y RAG2 a las RSS, mientras que 

H3K4me2 y H3K4me3 y la acetilación de las histonas H3 y H4 mediadas por la activación 

de los enhancers están relacionadas con activación de la recombinación V(D)J356,357,358,58. 

Además, la recombinación V(D)J depende del estado de compactación de los nucleosomas, 

tanto in vitro a través de los complejos SWI/SNF e ISWI359,360, como in vivo a través de la 

ATPasa BRG1 del complejo SWI/SNF356,361,362. 

7.4. Transcripción germinal y recombinación V(D)J 

Antes de que tenga lugar el fenómeno de recombinación V(D)J en un gen determina-

do de una cadena de receptor de antígeno se detectan unos transcritos no codificantes, de-

nominados transcritos germinales, que son derivados de los segmentos génicos no reordena-

dos susceptibles de ser reordenados. Al igual que ocurre con la recombinación V(D)J, la 

transcripción germinal tiene los mismos niveles de regulación: linaje, temporal, de segmento 

génico y alélica. De hecho, la transcripción germinal ocurre prácticamente de forma simul-

tánea a la recombinación V(D)J, siendo ambas consecuencia de la activación de promotores 

y enhancers347,58. Estos elementos reguladores reclutan FT que inician y ayudan a propagar 

los cambios en la estructura de cromatina que son esenciales para la accesibilidad de la 
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RNApol2 y las proteínas RAG1 y RAG2. Aunque durante muchos años no estuvo claro si 

estos dos procesos, transcripción germinal y recombinación V(D)J, eran consecuencias de 

los cambios de la estructura de la cromatina o existía un efecto de causa-efecto entre ambos, 

este dilema se aclaró en un elegante y definitivo estudio mediante la introducción de una 

secuencia bloqueadora de la transcripción entre los segmentos Jα del locus Tcra de ratón363. 

De esta forma se demostró de forma clara y definitiva que la transcripción germinal es nece-

saria para la recombinación VαJα en el locus Tcra. Se puede decir que para que ocurra la 

recombinación V(D)J se necesita que ocurra una elongación de la transcripción asociada con 

la alteración de la estructura de nucleosomas en la región donde se encuentran los segmentos 

génicos que van a ser recombinados y, consecuentemente, una descompactación de la cro-

matina, permitiendo que RAG1 y RAG2 puedan reconocer las RSS de los mismos364. Los 

hechos que RAG2 se una a H3K4me3 y que la presencia de esta marca de histonas se esta-

blezca por acción de la  transcripción mediada por RNApol2 proporcionan una explicación 

causal de la transcripción germinal en el proceso de recombinación V(D)J353,352. Sin embar-

go, en los casos en que una RSS se encuentre muy cercana a un promotor, como es el caso 

del segmento Dβ1 del locus Tcrb de ratón, se ha observado que no se necesita transcripción 

germinal activa para que esta secuencia quede expuesta al reconocimiento de RAG1 y 

RAG2365,366,367. Sin embargo, se han observado también otras situaciones en las que una 

transcripción activa o una cromatina accesible no es suficiente para que tenga lugar el reor-

denamiento V(D)J de un locus, lo que sugiere la existencia de otro nivel de regulación “más 

allá” de la accesibilidad que parece estar relacionado con la localización subnuclear de los 

loci durante los diferentes estadios del desarrollo, como se ha observado en el caso de la 

regulación de la exclusión alélica del locus Tcrb368(Sección 8.3). Recientemente se ha de-

mostrado que las proteínas RAG realizan un proceso de escaneo de la cromatina en busca de 

las RSS a través de un proceso de extrusión de un lazo de cromatina369,370, similar al descrito 

en los TAD. 

8. Regulación temporal de la expresión de TCRαβ  y TCRγδ  durante el desarrollo de 

los timocitos 

La recombinación V(D)J y expresión de los genes del TCR están reguladas durante 

el desarrollo de los timocitos58,62,371. La recombinación de los segmentos génicos V, D y J en 

los genes que codifican por las cadenas TCRα y TCRβ, o TCRγ y TCRδ permite la expre-

sión de un TCRαβ o TCRγδ, respectivamente, en la membrana celular. La recombinación 
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V(D)J en los genes Tcrg y Tcrd se completa en los estadios DN2 y DN3a, la del gen Tcrb en 

timocitos DN3a y la del gen Tcra en timocitos DP58,62. Si los reordenamientos V(D)J de los 

genes Tcrg y Tcrd tienen lugar de forma correcta, es decir ocurren en el correcto marco de 

lectura, se expresará un TCRγδ, lo cual conduce a la diferenciación celular de estos timoci-

tos hacia linfocitos T γδ en un proceso conocido como selección-γδ. Un reordenamiento 

VDJ exitoso del gen Tcrb en timocitos DN3a permite la expresión de un pre-TCR, formado 

por el ensamblaje de una cadena TCRβ con la cadena pre-Tα. Como se ha explicado ante-

riormente, la señalización mediada por el pre-TCR, junto con las transducidas por Notch e 

IL-7R, activan la diferenciación de timocitos DN3a a timocitos DP, pasando por los estadios 

DN3b, DN4 y ISP, en un proceso conocido como selección-β. Los reordenamientos VαJα 

correctos del gen Tcra en timocitos DP da como resultado la expresión de una cadena TCRα 

que se asocia con la cadena TCRβ previamente expresada para formar un TCRαβ. La expre-

sión de un TCRαβ en timocitos DP posibilita los procesos de selección positiva y negativa 

con la consecuente supervivencia de unos pocos timocitos DP que diferenciarán hacia timo-

citos SP CD4+ o CD8+, los cuales migrarán a la periferia como linfocitos T αβ. 

8.1. Regulación de la transcripción y la recombinación V(D)J del locus Tcra/Tcrd du-

rante el desarrollo 

La estructura génica y tridimensional del locus Tcra/Tcrd están organizadas de forma 

que se permita un complejo programa temporal para pasar del reordenamiento VδDδJδ del 

gen Tcrd en timocitos DN2 y DN3a al reordenamiento VαJα del gen Tcra en timocitos DP 

(Figura 12). Los enhancers de los genes Tcra y Tcrd, Eα y Eδ, respectivamente, son respon-

sables de la transcripción germinal y la recombinación V(D)J de su correspondiente gen 

durante el desarrollo de los timocitos372,58,62,373,374,375, regulando la estructura de la cromatina 

en el área de influencia de cada uno de estos dos enhancers. Por otro lado, los promotores 

Vα/δ, Dδ, Jδ y Jα regulan localmente la accesibilidad RAG1 y RAG2 en un segmento con-

creto o grupo de segmentos génicos, siendo necesaria la elongación transcripcional para 

abrir la cromatina de los segmentos génicos que están posicionados lejos de un 

promotor376,363,377,58. Para los reordenamientos VδDδJδ y la consecuente expresión de la 

cadena TCRδ en timocitos DN2 y DN3a, la transcripción germinal del gen Tcrd se inicia a 

partir de los promotores asociados a segmentos Vδ, Dδ y Jδ, en un proceso dependiente de 

Eδ374,372. Para los reordenamientos VαJα y la consecuente expresión de la cadena TCRα en 

timocitos DP, la transcripción germinal del gen Tcra se inicia a partir de promotores asocia-
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dos a segmentos Vα y Jα, en un proceso dependiente de Eα373,372. La transcripción de los 

genes reordenados dependen de la activación de los promotores asociados a los segmentos 

Vα/δ implicados en el reordenamiento. 

      

Figura 12. Reordenamientos en el locus Tcrd/Tcra. Representación de la diferente estructura del locus 
Tcra/Tcrd durante el desarrollo de los linfocitos T. Los segmentos génicos V, D y J son representados como 
rectángulos negros finos. Las regiones Cδ y Cα son representadas por rectángulos negros anchos. La región 5´ 
del locus de ratón de aproximadamente 1,6 Mb incluye los segmentos génicos Trav/Trdv (Vα/Vδ) y la región 
3´ del locus de 0,1 Mb incluye los segmentos génicos Trdd y Trdj (Dδ y Jδ), la región Cδ, el segmento génico 
Trdv5 (Vδ5), los segmentos génicos Traj (Jα) y la región Cα. Las líneas rojas indican las áreas ocupadas por 
Trav/Trdv, Trdd y Trdj y los segmentos génicos Traj. La posición de los elementos reguladores funcionalmente 
relevantes está representada con el siguiente código: INT/2 como círculos verdes, Eδ como un círculo azul, 
TEAp como un círculo morado, E3´-Jα como un círculo naranja, la región controladora del locus (LCR) como 
una línea rosa, Eα como un círculo rojo, HS-1´ como un rectángulo negro y HS2-6 como óvalos marrones. Las 
líneas discontinuas representan los posibles reordenamientos entre el cluster de segmentos Trav/Trdv y las 
líneas continuas representan la recombinación Tcrd DJ en timocitos DN2/3a y los reordenamientos primarios y 
secundarios Tcra VJ en timocitos DP. Las flechas representan regiones de transcripción germinal activa. Las 
flechas ancladas a segmentos V concretos representan los transcritos originados de promotores V específicos. 
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Los transcritos reordenados Tcrd VDJ y Tcra VJ están escritos en negrita y en azul. Una baja transcripción es 
representada por líneas discontinuas, mientras que las líneas anchas y continuas son proporcionales al nivel de 
transcripción (media o alto). El locus Tcrd delecionado en timocitos DP y SP, y en linfocitos T αβ, se represen-
ta como un fragmento de ADN circular separado que contiene Tcrd reordenado y varios segmentos Trav/Trdv 
y Traj no reordenados producidos como consecuencia de la recombinación Tcra VJ. Ilustración tomada de 
Hernández-Munain C. et al. (2016). 

Los reordenamientos VδDδJδ del gen Tcrd solo permiten un intento de recombina-

ción en cada alelo, mientras que el gran número de segmentos Vα y Jα permite múltiples 

ciclos de recombinación VαJα en cada alelo del gen Tcra (Figura 12). Los reordenamientos 

VαJα iniciales, denominados reordenamientos primarios, ocurren en timocitos eDP e invo-

lucran a los segmentos Vα posicionados más hacia 3´(o proximales, respecto a la posición 

de Eα) y a los segmentos Jα posicionados más hacia 5´ (o distales, respecto a la posición de 

Eα) del gen Tcra376,378,379. Los reordenamientos primarios derivan de la accesibilidad de las 

RSS de los segmentos Vα proximales y Jα distales a RAG1 y RAG2 mediada por los pro-

motores asociados a dichos segmentos génicos de una forma dependiente de Eα376,378,380,381. 

Los promotores más relevantes para la activación de los reordenamientos primarios de los 

segmentos Jα son el promotor del exon situado 5´ de los segmentos Jα, denominado TEA (T 

early α), TEAp, y el promotor asociado al segmento Jα49, Jα49p376 (Figuras 10 y 12). Los 

reordenamientos primarios tienen como consecuencia la deleción del gen Tcrd del genoma 

en timocitos DP, el cual queda aislado en un círculo extra-cromosomal (Figura 12). Si los 

reordenamientos primarios no son productivos, se producen en timocitos lDP los llamados 

reordenamientos secundarios entre segmentos génicos Vα situados progresivamente más 

hacia 5´ (o distales respecto a la posición de Eα) con segmentos génicos Jα situados progre-

sivamente más hacia 3´(o proximales respecto a la posición de Eα)382,379. Los reordenamien-

tos secundarios dependen de los promotores de los segmentos Vα que participan en la re-

combinación382. Esta estrategia de reordenamientos VαJα sucesivos permite múltiples reor-

denamientos del alelo Tcra, asegurándose la expresión de una cadena TCRα en todos timo-

citos DP, permitiendo que todos ellos puedan optar a ser seleccionados positivamente. 

Los análisis de la conformación tridimensional del locus Tcra/Tcrd mediante hibri-

dación in situ con sondas fluorescentes (3-Dimensional-Fluorescence In Situ Hybridation, 

3D-FISH) y microscopía confocal revelaron que el locus está totalmente compactado y con-

traído en timocitos DN3a, cuando ocurren los reordenamientos VδDδJδ del gen Tcrd383. Sin 

embargo, en timocitos DP, cuando ocurren los reordenamientos VαJα del gen Tcra, el locus 

adopta una doble configuración: estirada en la región 5´, donde se localizan los segmentos 
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Vα, y contraída en la región 3´del locus, donde se localizan los segmentos Jα y Eα383. La 

conformación totalmente contraída del locus en timocitos DN3a permite que el gen Tcrd, 

cuya estructura solo permite un reordenamiento por alelo, pueda utilizar cualquier segmento 

Vδ a lo largo de todo el cluster de segmentos Vα/δ. En cambio, en timocitos DP, el gen Tcra 

puede sufrir múltiples ciclos de reordenamientos, lo cual se ve favorecido por una confor-

mación extendida en la región 5´ del locus de alrededor de 1 Mb donde se localizan los seg-

mentos Vα distales y centrales, junto con una conformación contraída en la región 3´ del 

locus de alrededor de 525 Kb donde se localizan los segmentos Vα proximales, los segmen-

tos Jα, Cα y Eα. La región contraída de 525 Kb del locus en timocitos DP corresponde con 

el área de influencia de Eα378. Es importante tener en cuenta que estos experimentos de 3D-

FISH se realizaron en una configuración no reordenada del locus en ratones Rag2-/-, por tan-

to no se trata de la simple visualización del estado reordenado del locus. 

Mediante experimentos de 3C y 4C  se han estudiado las interacciones físicas y los 

lazos de cromatina que se establecen en el locus Tcra/Tcrd durante el desarrollo de los timo-

citos380,384,375. Se ha observado que Eδ se encuentra recluído junto con estos segmentos den-

tro de un lazo de cromatina en timocitos DN2-DN3a384,349. Este lazo incluye a los segmentos 

Dδ y Jδ, Eδ, la región Cδ y el segmento Vδ5, lo cual explica la restricción de la actividad de 

Eδ a los segmentos Dδ y Jδ (Figura 13). Este lazo se forma por interacciones físicas media-

das por el factor CTCF unido a dos sitios situados 5´ de los segmentos Dδ, denominados 

INT1 e INT2, orientados inversamente con un sitio CTCF asociado a TEAp384,385. La des-

trucción de este lazo mediante deleción de los sitios INT1 e INT2 provoca que los segmen-

tos Dδ reordenen con un único segmento V situado inmediatamente hacia 5´, reduciendo de 

forma drástica el repertorio de las cadenas TCRδ384. Además, debido a que los reordena-

mientos del gen Tcrd cambian la estructura del locus, debido a que los segmentos Vδ se en-

cuentran dispersos a lo largo de todo el cluster de segmentos Vα/δ, también se afecta el re-

pertorio de las cadenas TCRα379. Por tanto, el hecho que la actividad de Eδ se encuentre 

restringida dentro del lazo INT1/INT2-TEAp en timocitos DN2-DN3a es importante para 

poder generar los diversos repertorios de las cadenas TCRδ y TCRα384,349,379. 
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Figura 13. Lazos de cromatina en el locus Tcra/Tcrd en timocitos DN3a y DP identificados por experi-
mentos de 3C y 4C. Las flechas representan a los promotores, los óvalos grandes negros representan a los 
enhancers, los óvalos pequeños grises indican los sitios de unión a CTCF. Arriba) Lazo de cromatina detecta-
do en el  locus en timocitos DN3a. La alta frecuencia de interacciones entre INT2 y los sitios de unión a CTCF 
en TEAp se indica por una línea azul continua. Abajo) Lazos de cromatina detectados en el locus en timocitos 
DP. La alta frecuencia de interacciones promovidas por Eα y CTCF está indicada por líneas azules continuas. 
Ilustración tomada de Carico Z. et al. (2015). 

En timocitos DP, se activa Eα dando lugar a la expresión de la cadena TCRα, mien-

tras se inactiva Eδ silenciándose la expresión de la cadena TCRδ372. La activación de Eα en 

timocitos DP desencadena nuevos lazos de cromatina en región de 525 Kb correspondiente 

con la región del locus Tcra/Tcrd contraída observada en los experimentos de 3D-

FISH383,380,375. En la formación de estos nuevos lazos participan los FT unidos a Eα y 

CTCF/cohesina unidos a dos sitios adyacentes al enhancer y a los promotores de los seg-

mentos Vα proximales y Jα380,385,61,375,349, dando lugar a lo que se conoce como un “hub” o 

nodo de cromatina (Figura 13). Para que se pueda formase el nodo de cromatina, los sitios 

CTCF presentes en los promotores Vα y Jα han de encuentrarse en orientación opuesta a los 

asociados con Eα385. Este nodo favorece las sinapsis entre las RSS de los segmentos Vα 

proximales y los segmentos Jα distales dando lugar a los reordenamientos primarios del gen 

Tcra y a la deleción del gen Tcrd (Figura 12). A pesar de que Eα es fundamental para la 

formación del nodo de cromatina en timocitos DP, tanto Eα y Eδ, así como CTCF, son pres-

cindibles para las contracciones del locus observadas mediante 3D-FISH380, siendo descono-

cido actualmente el mecanismo del control de las contracciones del locus observadas por 

microscopía confocal.  
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8.2. Regulación de la transcripción y recombinación VγJγ  del locus Tcrg durante el 

desarrollo 

La señal mediada por IL-7R y STAT5 controlan la transcripción germinal y recom-

binación VγJγ del locus Tcrg, siendo ambas bloqueadas en ratones Il7ra-/- o Il7-/-294,129,295,296. 

STAT5 es responsable de esta señalización, activando los promotores Jγ y los enhancers Eγ 

y HSA mediante el reclutamiento de las HAT CBP y p300 y la consecuente acetilación de 

las histonas de esas regiones386,387,388,389. Tanto los reordenamientos VγJγ, como la transcrip-

ción germinal de los segmentos Vγ, están regulados durante el desarrollo de los ratones58: 

los segmentos Vγ3 y Vγ4 reordenan en la etapa fetal y dan lugar a los TCRγδ de linfocitos 

intraepiteliales en la epidermis y del epitelio vaginal, mientras que en la etapa adulta los 

segmentos que reordenan son los más distales, Vγ5, Vγ2 y Vγ1.1, contribuyendo al reperto-

rio de TCR γδ de linfocitos circulantes y del epitelio intestinal.  

De forma similar a cómo ocurre con la regulación de la transcripción del gen Tcrd372, 

la actividad de transcripcional del gen Tcrg es silenciada durante la selección-β390,391. Por 

tanto, los genes Tcrd y Tcrg parecen tienen regulación transcripcional común durante el 

desarrollo de los timocitos, cuyo mecanismo molecular es el objetivo de estudio principal en 

esta tesis392. 

8.3. Regulación de la transcripción y recombinación VβDβJβ  del locus Tcrb durante el 

desarrollo 

La recombinación del locus Tcrb ocurre en dos pasos en timocitos DN2-DN3a: pri-

mero ocurren los reordenamientos Dβ-Jβ, seguidos de los reordenamientos Vβ-DβJβ58. Este 

último paso está muy regulado para que solo ocurra en uno de los dos alelos393. El locus 

Tcrb es el único de los loci del TCR que se localiza asociado a la membrana nuclear en ti-

mocitos DN3a mientras ocurre la recombinación, persistiendo dicha asociación en timocitos 

DP, cuando la recombinación ya ha concluido para mantener la exclusión alélica mientras se 

re-expresan RAG1 y RAG2 para la activar los reordenamientos del gen Tcra368. La asocia-

ción del locus Tcrb con la lámina nuclear es alta y estocástica, lo cual reduce la eficiencia de 

la recombinación Vβ-DβJβ y disminuye la posibilidad de que los dos alelos puedan recom-

binarse al mismo tiempo394. La asociación forzada del locus a la lámina nuclear en timocitos 

DN3a mediante la introducción de un LAD inhibe la recombinación Vβ-DβJβ, indicando 

que esta asociación está directamente involucrada en la exclusión alélica de este gen394,395. 
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De forma contraria, la deleción del LAD existente entre los segmentos Vβ y los genes de 

tripsinógeno vecinos aumenta la tasa de transcripción y recombinación Vβ-DβJβ del locus, 

indicando que el LAD del gen Tcrb inhibe la actividad de Eβ394,395.  

9. Enhancers reponsables de la transcripción y recombinación de los genes del TCR 

El control de la expresión de las cadenas del TCR es crítico para el correcto desarro-

llo de los linfocitos T αβ y γδ, por lo que los enhancers responsables de dicho control están 

estrictamente regulados58,62. En primer lugar, se activan los enhancers de las cadenas Tcrg, 

Tcrd y Tcrb, Eγ, Eδ y Eβ, en timocitos DN2 y DN3a para permitir la expresión de las cade-

nas TCRγ, TCRδ y TCRβ, respectivamente, y el ensamblaje del TCRγδ y el pre-TCR. Como 

se ha mencionado anteriormente, la expresión de un TCRγδ dirige el desarrollo de los timo-

citos hacia linfocitos T γδ, mientras que la expresión del pre-TCR dispara la selección-β y el 

desarrollo de los timocitos hacia linfocitos T αβ (Figura 4). En timocitos DP, Eγ y Eδ se 

inactivan y Eα se activa, lo que inhibe la expresión de las cadenas TCRγ y TCRδ, y activa la 

expresión de la cadena TCRα, mientras que Eβ permanece activo, manteniéndose estable la 

expresión de la cadena TCRβ.  

El control estricto de la activación de estos enhancers durante el desarrollo es crítico 

para el normal desarrollo de los linfocitos T. Una activación temprana de Eα provocaría una 

deleción prematura del gen Tcrd en timocitos, lo cual impediría el correcto desarrollo de las 

células T γδ. Además, una temprana expresión de la cadena TCRα en timocitos DN3a puede 

dar lugar a un TCRαγ, capaz de señalizar y permitir la diferenciación de los timocitos DN3a 

a DP, pero estas células no son viables por no poder ser seleccionadas ya que además el si-

lenciamiento del gen Tcrg en timocitos DP impediría la propia expresión de dicho 

receptor396,390. Por otro lado, la expresión aberrante de las cadenas TCRδ y TCRγ en timoci-

tos DP también interferiría con el correcto ensamblaje del propio TCRαβ.  

Después de que un gen de una cadena del TCR o Ig ha sido reordenado productiva-

mente, la transcripción del gen reordenado depende del enhancer correspondiente y del 

promotor asociado al segmento V reordenado. Sin embargo hay dos excepciones notables 

para esta afirmación relacionadas con la actividad de Eα en linfocitos T62,371: 1) en linfocitos 

T αβ, la actividad de Eα está fuertemente inhibida, por lo que se ha sugerido la posible exis-

tencia de otro enhancer para la expresión de la cadena TCRα en células maduras397, y 2) en 
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linfocitos T γδ, la expresión de la cadena TCRδ depende de Eα, el cual se encuentra activo 

en estas células y sobrepasa la posible actividad de Eδ en estas células373.  

Asi pues, excepto en el caso de las células T γδ que parece que ambos enhancers 

puedan estar activos, Eδ/Eγ y Eα nunca están activos simultáneamente durante el desarrollo 

de los timocitos DN2/DN3a a DP (Figura 14): en timocitos DN2-DN3a, Eδ y Eγ están acti-

vos y Eα inactivo, mientras que en timocitos DP, Eδ y Eγ están inactivos y Eα acti-

vo372,398,62. Por tanto, estos enhancers actúan como un interruptor funcional en timocitos 

DN2/DN3a y DP, supuestamente controlado por un mecanismo común durante la selección-

β. Se sabe que la activación de Eα en timocitos DP está mediada por la inducción transitoria 

de FT inducibles por el pre-TCR, mientras que la inactivación de Eγ/Eδ en estas células está 

mediada por la disociación de los FT previamente unidos372,314,398 (Figura 15). Entender el 

mecanismo molecular responsable de la inactivación de Eδ y Eγ en timocitos DP mediante 

la disociación de los FT unidos a estos enhancers es objeto de estudio de esta tesis392. 

                                  

Figura 14. Interruptor Eδ/Eα. Regulación de la transcripción del locus Tcra/Tcrd por Eδ y Eα durante el la 
selección-β. Diagrama esquemático del desarrollo de las células T indicando los diferentes estadios de madura-
ción de los timocitos. Eδ y Eα son representados como óvalos azules y rojos, respectivamente. El locus Tcrd se 
representa en rojo y los estadios tímicos en los que Eδ está activado son representados en colores cálidos (ama-
rillo, naranja y rosa), mientras que el locus Tcra se representa en azul y los estadios con Eα activado son repre-
sentados colores fríos (morado y azul). Los estadios SP durante los cuales Eδ está inactivo y Eα inhibido son 
representados en azul claro. Los círculos tachados representan a enhancers inactivos o inhibidos. Un círculo 
azul vacío representa Tcrd delecionado. Las flechas curvadas representan interacciones enhancer-promotor: 
flechas curvadas rojas representan interacciones Eα-promotor y las flechas curvadas azules representan inter-
acciones Eδ-promotor. Ilustración modificada de Hernández-Munain C. (2015). 
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9.1. Enhancer del gen Tcrd (Eδ) 

Eδ está localizado entre el segmento Jδ3 y la región Cδ en humanos399 y entre el 

segmento Jδ2 y la región Cδ en ratones58 (www.imtg.com) (Figura 10). Como se ha men-

cionado anteriormente, este enhancer está activo en timocitos DN2-DN3a, siendo necesario 

para los reordenamientos del gen Tcrd y la generación de linfocitos T γδ372,374. Los estudios 

pioneros in vivo sobre la actividad de este enhancer se realizaron en el contexto de un mini-

gen TCRD humano de 22 Kb en ratones transgénicos400. Este minilocus contiene los seg-

mentos Vδ1, Vδ2, Dδ3, Jδ1, Jδ3 y la región Cδ intacta, con Eδ en su localización natural en 

un fragmento Jδ3-Cδ de 10,5 Kb. El análisis de las recombinaciones VδDδJδ de este trans-

gén en timocitos demostraron que los reordenamientos del gen TCRD se dan en dos pasos: 

primero ocurren los reordenamientos VδDδ de forma independiente de Eδ, ya que ocurren 

en ausencia del enhancer, y después ocurren los reordenamientos VδDδJδ de forma depen-

diente de Eδ. Estos ratones también sirvieron para demostrar que Eδ está activo en timocitos 

DN3a, siendo inactivado en timocitos DP durante la selección-β401,372.   

Eδ está formado por siete elementos, δE1-δE7, donde se unen FT in vitro399. δE3 

contiene un sitio Runx y un sitio Myb, ambos adyancentes, y δE4 contiene un sitio GA-

TA399,402 (Figura 15). El elemento δE3 de 35 bp es necesario para la actividad del enhancer, 

constituyendo lo que se denomina “Eδ-core” 402. Los sitios Runx y Myb en δE3 son esencia-

les para la función de Eδ, tanto en ensayos transcripcionales de genes reporteros en líneas de 

linfocitos T transfectadas o en ensayos de transcripción y recombinación del minilocus 

TCRD en ratones transgénicos402,189,403,404. La ocupación de los sitios Runx y Myb presentes 

en δE3 y GATA presente en δE4 ocurre de forma jerarquizada: primero se ocupa el sitio 

Runx, lo cual permite la ocupación de los sitios Myb y GATA190,405. La ocupación del sitio 

Runx tiene un papel estructural, mientras que la ocupación del sitio Myb es esencial para la 

actividad del enhancer405.  

El fragmento δE1-δE7 de 380 pb es suficiente para activar la recombinación VδDδJδ 

del minilocus TCRD de forma eficiente en ratones transgénicos, mientras que el fragmento 

δE3-δE4 de 60 bp resulta inerte en este contexto 406,407. Por tanto, los FT unidos a los sitios 

Runx, Myb y GATA presentes en δE3-δE4 necesitan colaborar con los FT unidos a δE1-

δE2 y/o δE5-δE7 para la activación recombinacional del minilocus en ratones transgénicos. 

El mecanismo de acción de Eδ en el contexto del minilocus TCRD está mediado a través de 
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la inducción de la acetilación de las histonas H3 y H4358. En el gen endógeno, estas marcas 

de histonas se restringen al área incluída dentro del lazo de cromatina formado entre 

INT1/INT2 y TEAp en timocitos DN2/DN3a384,349 (Figura 13). Como se ha mencionado 

anteriormente, Eδ se inactiva en timocitos DP mediante la disociación de los FT unidos a 

dicho enhancer (Figura 15), lo cual provoca el silenciamiento del gen Tcrd durante la selec-

ción-β 372. El mecanismo molecular responsable de la disociación de los FT unidos a Eδ 

durante la selección-β es objeto de estudio en esta tesis392.  

 

Figura 15. Eδ y Eα  durante el desarrollo. Modelo que muestra la estructura de los enhanceosomas Eδ y Eα 
durante el desarrollo de las células T. Los diagramas representan los FT unidos a Eδ y Eα en timocitos y linfo-
citos T. La localización de los elementos δE3 y δE4 y de los elementos Tα1, Tα2, Tα3 y Tα4 está indicada. 
Los diferentes FT se indican por círculos de colores codificados. La fuerza de la unión de los FT es representa-
da por la posición de los círculos coloreados que representan los FTs sobre el ADN del enhancer: una posición 
más cercana a la línea negra que representa al enhancer indica una unión más fuerte. Diferentes complejos de 
FT unidos se ensamblan en Eδ y Eα durante el desarrollo de las células T. En timocitos DN2/DN3a, Eδ está 
activo y ocupado por MYB, RUNX1 y GATA-3, mientras que Eα está preparado para ser activado y ocupado 
por CREB, TCF1/LEF1, RUNX1, ETS1, SPI1, GATA3, y E2A/HEB; en timocitos DN4 y eDP, Eδ está  inac-
tivo y desocupado de FT, mientras que Eα es activado a través del reclutamiento de los factores NFAT, EGR1 
y AP1 inducidos por el pre-TCR; en timocitos lDP preseleccionados, Eδ permanece inactivo y desocupado, 
mientras que Eα es activado a través de la fuerte unión de E2A y ETS1; en timocitos SP y linfocitos Tαβ, Eδ 
permanece inactivo y presumiblemente no ocupado, mientras que Eα está inhibido y muestra una baja unión de 
los FT E2A y HEB; y en linfocitos Tγδ, Eδ está activo y ocupado por MYB, RUNX3 y GATA3, mientras que 
Eα está también activo y ocupado por los mismos FT que se encuentran unidos en los enhanceosomas de timo-
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citos lDP preseleccionados, con la excepción de RUNX3 que podría estar sustituyendo a  RUNX1. Ilustración 
tomada de Hernández-Munain C. et al. (2016). 

 

 

9.2. Enhancers del gen Tcrg (Eγ) 

Existen dos tipos de enhancers en el locus Tcrg (Figura 10), Eγ, localizado a 3 Kb  3´ 

de cada región Cγ, y HSA, localizado entre los segmentos Vγ5 y Vγ2 en el cluster γ1408,58,409 

(www.imtg.com). Eγ y HSA poseen funciones únicas y redundantes410, siendo ambos impor-

tantes para el desarrollo y mantenimiento de células T γδ. En humanos hay descrito un único 

Eγ localizado 3´de la región Cγ2 (www.imtg.com). 

La actividad de Eγ está controlada por diversos FT unidos a seis elementos altamente 

conservados: NFγ1-NFγ6. RUNX1 y MYB se unen a un sitio Runx y un sitio Myb presentes 

en NFγ3, siendo son esenciales para la actividad de Eγ191,411. Además, Eγ se induce fuerte-

mente por la señalización mediada por IL-7R, a través de STAT5 que se une a un sitio pre-

sente en NFγ2342. Así, para la actividad de este enhancer se necesita la colaboración funcio-

nal entre RUNX1, MYB y STAT5. Aunque NFAT se une a un sitio que solapa con el de 

STAT5 en NFγ2, las mutaciones puntuales que discriminan ambos sitios no han mostrado 

ninguna funcionalidad del sitio NFAT en respuesta a citoquinas412.  

De forma similar a la regulación de Eδ y el gen Tcrd durante la transición de los ti-

mocitos DN3a a DP, los FT unidos a Eγ también se disocian, inhibiéndose la transcripción 

del gen Tcrg y la expresión de cadena TCRγ durante la selección-β390,391. El mecanismo mo-

lecular responsable de esta regulación es objeto de estudio en esta tesis392. Como se ha men-

cionado anteriormente, la expresión errónea de una cadena TCRγ en timocitos DP puede 

competir con el correcto ensamblaje del TCRαβ en estas células, ya que se ha demostrado 

que la cadena TCRγ  puede ensamblarse con la cadena TCRα dando lugar a un TCRαγ396. 

9.3. Enhancer del gen Tcra (Eα) 

Eα se encuentra 3´ de Cα tanto en humanos como en ratones (www.imtg.com). Eα 

contiene cuatro regiones de unión a FT, Tα1-Tα4, en un fragmento de 275 pb413,414. La re-

gión Tα1-Tα2, en un fragmento de 116 pb, se considera el “Eα-core”, por ser capaz de acti-
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var la transcripción de construcciones reporteras en células transfectadas. Los FT CREB, 

TCF1/LEF1, RUNX1 y ETS1 se unen a Eα-core de una forma altamente cooperativa, mien-

tras que E2A, HEB, GATA3, SP1,  FLI1 e IKAROS se unen fuera de Eα-core, en las regio-

nes Tα3-Tα4 y 5´de Tα1415,416,417,418,332,419,420,421,422,423,186,314,424 (Figura 15). De hecho los FT 

TCF1, LEF1 y GATA3 fueron descubiertos a través del estudio de la regulación de este en-

hancer420,419,422. Además a Tα1-Tα4 también se reclutan FT inducibles por el pre-TCR co-

mo EGR1, NFATc1 y AP1, y las HAT CBP y P300314 (Figura 15).  

Eα se encuentra dentro de una región controladora del locus (Locus Control Region, 

LCR) de 7,4 Kb situada entre los genes Tcra y Dad1, capaz de separar los diferentes pro-

gramas transcripcionales de los genes que lo flanquean 425,426 . Este LCR está constituido por 

ocho sitios de hipersensibilidad a la digestión por DNasa I (Hypersensitivity Sites, HS). El 

sitio denominado HS1 corresponde a Tα1-Tα4, mientras que el denominado 

HS1´corresponde a los dos sitios CTCF adyacentes, funcionalmente relevantes para la for-

mación del nodo de cromatina entre Eα y los promotores de los segmentos Vα proximales y 

TEAp380 (Figura 13). Cuando se habla de Eα, normalmente se refiere al fragmento de 1 Kb 

de ADN que contiene  HS1 y HS1´, que fue delecionado para la generación de ratones Eα-/-

373. Los ratones Eα-/- tienen la práctica ausencia de recombinaciones VαJα y de linfocitos T 

αβ.  

Como en el caso de Eδ, Eα tiene la capacidad de activar de forma eficiente el mini-

gen TCRD en ratones transgénicos, aunque ambos enhancers lo hacen en momentos distin-

tos del desarrollo401,372. Mientras que Eδ activa los reordenamientos VδDδJδ del minilocus 

TCRD en timocitos DN3a y timocitos de ratones E14, Eα lo hace en timocitos DP y timoci-

tos de ratones E17. A diferencia de Eδ-core, Eα-core, es capaz de activar los reordenamien-

tos de esta construcción reportera406. Sin embargo, Eα-core activa los reordenamientos VDJ 

del minilocus de una forma prematura, siendo detectados en timocitos DN3a, mientras que 

Tα1-Tα4 tiene la regulación temporal correcta, activando estos reordenamientos en timoci-

tos DP406,424. Estos resultados indican que los FT que se unen a Tα1-Tα2 necesitan colabo-

rar funcionalmente con los FT que se unen a Tα3-Tα4 para la correcta activación de Eα 

durante el desarrollo de los timocitos, asegurando así una recombinación temporal apropiada 

del gen del TCRα. La regulación temporal de Eα es importante porque los reordenamientos 

VαJα en timocitos DN3a conllevan a una la deleción prematura del gen TCRδ y a la inhibi-
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ción de la generación de los linfocitos T γδ. Además, como se ha mencionado anteriormente, 

la expresión prematura de la cadena TCRα en timocitos DN3a permite su ensamblaje con la 

cadena TCRγ dando lugar a la expresión de TCRαγ, capaz de dirigir la diferenciación a unos 

timocitos DP pero incapaces de ser seleccionados por la inhibición de la expresión de la ca-

dena TCRγ396,390. Es interesante que aunque Tα1-Tα2 sea suficiente para activar la trans-

cripción y la recombinación de los segmentos génicos del minilocus TCRD en ratones trans-

génicos, Eα-core no es capaz de activar la recombinación VαJα del locus Tcra endó-

geno406,427. Por tanto, los FT que se unen a Eα pero fuera de Tα1-Tα2 son necesarios para 

conferir accesibilidad de RAG1 y RAG2 a las RSS de los segmentos génicos Vα y Jα del 

gen Tcra endógeno y permitir su recombinación VαJα. Es posible que entre estos elementos 

necesarios se encuentren los sitios CTCF adyacentes a Tα1-Tα4. 

El control de la actividad de Eα durante el desarrollo de los linfocitos T αβ ha sido 

estudiado mediante el análisis de los transcritos germinales dependientes del enhancer en el 

contexto del gen Tcra no reordenado en ratones Rag2-/-: Los ratones Rag2-/- tienen un blo-

queo total en el estadio DN3a debido a que los genes TCR no pueden ser recombinados428; 

los ratones Rag2-/- x TCRβ (Rag2-/- x btβ) o ratones Rag2-/- inyectados con Ab para CD3ε 

tienen un bloqueo en el estadio DP, debido a que los timocitos DN3a han podido pasar la 

selección-β por la señalización mediada por el pre-TCR o CD3429,430,431; Los ratones Rag2-/- 

x TCRαβ tienen linfocitos T αβ en periferia que expresan un mismo TCRαβ 

transgénico432,433,434. Mediante la comparación de transcritos Vα proximales y Jα en estos 

tres tipos de ratones, Rag2-/-, Rag2-/- x btβ o Rag2-/- inyectados con Ab para CD3ε, y Rag2-/- 

x TCRαβ, se ha determinado que Eα está inactivo en timocitos DN3a, activo en timocitos 

DP, y fuertemente inhibido, con solo 15-20% de su actividad, en linfocitos T 

αβ373,372,376,397,314. 

Para entender el mecanismo de activación e inhibición de Eα a lo largo del desarrollo 

de los timocitos se ha comparado la unión de FT a este enhancer durante el desarrollo en 

timocitos DN3a de ratones Rag2-/-, DP de ratones Rag2-/- x btβ o inyectados con Ab para 

CD3ε, y linfocitos T αβ de ratones Rag2-/- x TCRαβ, y células SCID.adh estimuladas o no 

con PMA e ionomicina (PMA+I) como modelo de timocitos DN3a y DN4, 

respectivamente372,416,417,314,397. Los datos indican que durante el desarrollo de los timocitos 

se ensamblan cuatro enhanceosomas distintos con diferentes actividades: un enhanceosoma 
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inactivo pero listo para ser activado de forma rápida “poised”  en timocitos DN3a, dos en-

hanceosomas activos en timocitos DN4/eDP y en timocitos lDP, y un enhanceosoma fuer-

temente inhibido en timocitos SP y linfocitos T αβ (Figura 15). La diferencia entre los dos 

enhanceosomas activos en timocitos DN4/eDP y lDP estriba en el reclutamiento de FT in-

ducibles transitoriamente por la señalización del pre-TCR, observándose la unión de 

NFATc1, EGR1 y AP1 en el enhanceosoma formado en timocitos DN4/eDP314. El rasgo que 

mejor se correlaciona con la actividad de Eα es la unión de E2A y HEB: los dos enhancers 

activos se caracterizan por un fuerte reclutamiento de E2A y HEB, mientras que el enhancer 

inactivo en timocitos DN3a y el enhancer inhibido en linfocitos T αβ se caracterizan por el 

débil reclutamiento o ausencia de estos TF314,397. Estos datos indican que la unión de FT 

inducibles de forma transitoria a Eα en timocitos DN4/eDP dan lugar a una alta unión de 

E2A y HEB en timocitos lDP, que después se pierde en linfocitos T αβ. Sin embargo, la 

expresión forzada de E2A en linfocitos T αβ no es suficiente para activar Eα en linfocitos T 

αβ, sugiriendo que el reclutamiento de otros FT es necesario397. Debido a que Eα es necesa-

rio para la transcripción del gen Tcrd reordenado en linfocitos T γδ373, se ha propuesto que 

otro enhanceosoma Eα, quizá distinto a los anteriores, pudiera ensamblarse en estas 

células62,371. 

9.4. Enhancer del gen Tcrb (Eβ) 

Eβ se encuentra entre Cβ2-Vβ31 en ratones y Cβ2-Vβ30 en humanos 

(www.imtg.com). Este enhancer es necesario para la transcripción y recombinación del lo-

cus Tcrb como se evidenció con el hecho que los timocitos de los ratones Eβ-/- no expresan 

la cadena TCRβ y, por tanto, no pueden  y diferenciar a linfocitos T αβ435. Eβ  activa a los 

promotores Dβ, activando la transcripción germinal a través de la modificación de histonas y 

la apertura de la cromatina a lo largo de los clusters DJCβ adyacentes436,366. 

Eβ consta de siete motivos de unión (βE1-βE7). Eβ-core se compone de los elemen-

tos  βE3 y βE4 y una secuencia adicional de 20 pb situada justo 3´ del elemento βE4 y se 

encuentra ocupado por múltiples TF en timocitos inmaduros184, destacando el papel esencial 

de los FT ETS1 y RUNX1437. Aunque la unión cooperativa entre RUNX1 y ETS1 es esen-

cial para la activación del enhancer, RUNX1 es el FT fundamental para la actividad de Eβ 

ya que es responsable de establecer las interacciones con los promotores, remodelar  la cro-

matina y activar la transcripción437. 
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10. Leucemias linfoblásticas agudas de linfocitos T (T-ALL) 

Según la Organización Mundial de la Salud, las T-ALL son neoplasias de precurso-

res de células T y su presentación clínica puede incluir hiperleucocitosis con afección de 

ganglios linfáticos y la presencia de una masa mediastínica que invade el timo438. Se trata, 

por tanto,  de tumores agresivos resultantes de la transformación maligna de progenitores de 

células T. La transformación de estos progenitores es un proceso en el que diferentes altera-

ciones genéticas cooperan para alterar los mecanismos normales que controlan el crecimien-

to, la proliferación, la supervivencia y la diferenciación celular durante el desarrollo de ti-

mocitos, y comúnmente está asociada con translocaciones cromosómicas adquiridas y otras 

anormalidades genéticas que conducen a la expresión aberrante de un grupo selecto de FT. 

Este tipo de cáncer afecta preferentemente a niños y adolescentesy representa aproximada-

mente a un tercio de los casos de leucemias linfoblásticas agudas (ALL). T-ALL representa 

el 10-15% de todos los casos de ALL en niños y el 25% de los casos en adultos, siendo más 

frecuente en varones aunque la indicencia disminuye con la edad. Los avances en transcrip-

tómica de T-ALL han permitido establecer una clasificación en función de su fenotipo439: 

ETP, timocitos DN o DP. Las ETP-ALL representan el 15% de todas las T-ALL en niños y 

se caracterizan por la ausencia de la expresión de CD1a, CD8 y CD5, pudiendo ser inmuno-

fenotípica, genética y biológicamente heterogéneas440. El perfil transcripcional de las ETP-

ALL muestra similaridad con el de los progenitores mieloides y HSC440. Las T-ALLs con 

fenotipo DN se caracterizan por presentar un bloqueo temprano en el desarrollo de timoci-

tos, mientras que las T-ALL con fenotipo DP proceden de timocitos corticales más tardíos y 

expresan los marcadores de superficie CD4, CD8 y CD3, y el FT TAL1438. 

10.1. Función oncogénica de NOTCH1 en T-ALL 

La activación constitutiva de la señalización de NOTCH1 es la vía oncogénica prin-

cipal en la transformación de precursores de células T, siendo causante de alrededor del 60% 

de los casos de T-ALL438. La activación continúa de la señalización de NOTCH1 induce la 

transformación maligna a través de múltiples vías de señalización que alteran la superviven-

cia, la proliferación y el metabolismo celulares. La implicación de la señalización de Notch 

en la patogénesis de las T-ALL se descubrió tras la identificación de la translocación 

t(7;9)(q34;q34.3), que coloca a parte del gen NOTCH1 bajo la dirección Eβ, en menos del 

1% de los pacientes438. Esta translocación da lugar a la expresión de una molécula de 

NOTCH1 truncada en su extremo amino-terminal, llamada TAN1 (Translocation Associated 
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NOTCH 1), que actúa como una forma dominante activa independiente de ligando. Las HSC 

de ratones que expresan TAN1 son capaces de desarrollar T-ALL en ratones441. Las isofor-

mas truncadas de NOTCH2 y NOTCH3 también son capaces de inducir T-ALL cuando se 

expresan en HSC o timocitos DN442. 

También se han identificado varias mutaciones de NOTCH1 que están relacionadas 

con la generación de T-ALL, normalmente en  los dominios responsables del control de la 

iniciación y terminación de la señalización de NOTCH, como PEST y HD443. Algunas mu-

taciones del HD potencian la acción de la γ-secretasa, incrementando así la tasa de produc-

ción de ICN1, mientras que mutaciones en PEST incrementan la vida media de ICN1, ya 

que inhiben su degradación. Otras mutaciones en el HD alargan la secuencia espaciadora 

entre el sitio S2 y la LNR o desestabilizan la región, evitando que la NRR inhiba la activa-

ción de Notch en ausencia de interacción con el ligando, lo que finalmente conduce a una 

señalización  no regulada y constitutivamente activa. Otra mutación relacionada con la vía 

de Notch es la identificada en el gen FBXW7, presente en aproximadamente el 15% de los 

casos de T-ALL444. La mutación de este importante gen supresor de tumores inhibe la de-

gradación de ICN1 en el proteosoma. 

Los mecanismos moleculares por los cuales una señalización de Notch exagerada 

contribuye a la transformación maligna de células T no se conocen completamente. 

NOTCH1 oncogénico reprime la función de FT supresores de tumores, tales  como P53 y 

E2A445,446 . También se ha identificado a CD44 como una diana temprana de NOTCH1 en 

células pre-leucémicas que podría ser importante en la patogénesis de la enfermedad447. Sin 

embargo, una señalización aberrante de Notch por sí sola no es suficiente para la transfor-

mación leucémica, necesitándose la cooperación con otros FT oncogénicos, tales como 

MYC, HES1, P53 y E2A448. Por ejemplo, MYC es necesario junto con ICN1 para la progre-

sión tumoral de los timocitos DP446, y HES1, cuya expresión es dependiente de la ruta de 

Notch, es también necesario para la generación y mantenimiento de T-ALL mediada por 

ICN1242.  

10.2. Implicación de la ruta de IL-7 en T-ALL 

La señalización excesiva de IL-7 también puede conducir al desarrollo de T-ALL, la 

aceleración de la enfermedad y la resistencia a la quimioterapia449,450. De hecho, un 70% de 

las T-ALL tienen sobre-expresión de IL-7R, posiblemente a través de la ruta de Notch ya 

que expresión de IL-7Rα se activa a través de esta ruta451,443,95. Por tanto, hay una relación 
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entre la activación de NOTCH1 e IL-7 en la patogénesis y progresión de T-ALL. Además de 

este mecanismo dependiente de Notch, en T-ALL se han descrito mutaciones en los genes 

IL7Ra, JAK1 y JAK3 que activan de forma constitutiva  la vía IL7R/JAK-STAT y la pérdida 

del gen supresor de tumores PTEN que conduce a una señalización anormal PI3K-

AKT439,452. Las mutaciones en IL7Ra, JAK1 y JAK3 se asocian con alteraciones en regulado-

res epigenéticos453.  

Las T-ALL humanas con alta expresión de IL-7Rα o IL-7 se relacionan con altas ta-

sas de supervivencia y proliferación de las células malignas454. Las células epiteliales del 

timo y estromales de médula ósea promueven la supervivencia de las células T-ALL en cul-

tivos in vitro a través de la secreción de IL-7455,456. El papel promotor de IL-7 sobre la gene-

ración y supervivencia de T-ALL también se ha observado en ratones transgénicos que so-

breexpresan IL-7457. En estos ratones, IL-7 se expresa ectópicamente en las células linfoides, 

en lugar de en las células del estroma, generando un bucle autocrino de IL-7. Además, los 

ratones AKR/J, cuyos timocitos DN sobreexpresan IL-7Rα, tienden a desarrollar T-ALL 

espontáneamente458.  Sin embargo, la prueba más directa de la participación de la señaliza-

ción de IL-7R en T-ALL proviene de la identificación de mutaciones somáticas de ganancia 

de función en IL7R que conducen a la activación constitutiva del receptor favoreciendo la 

transformación celular in vitro y la formación de tumores in vivo459. Estas mutaciones origi-

nan un residuo de cisteína o triptófano en la porción extracelular yuxta-transmembrana que 

provoca la homodimerización del la cadena mutante, dando lugar a un receptor activo cons-

titutivamente e independiente de ligando459,460. Los estudios in vivo sobre el impacto de mu-

taciones oncogénicas de IL7R en precursores hematopoyéticos reflejan que el potencial leu-

cemogénico depende de la etapa de diferenciación en la que se da la mutación461. La expre-

sión de una cadena IL-7Rα mutada en HSC induce una mieloproliferación, sin embargo 

cuando se expresa en combinación con ICN1 induce T-ALL. Es importante destacar que las 

mutaciones de ganancia de función de la ruta de señalización de IL-7 pueden también afectar 

a efectores posteriores de esta señalización, como JAK/STAT, PI3K/AKT/mTOR y 

RAS/MEK/ERK452,439.  

Mutaciones en otros genes también pueden favorecer o inhibir la presencia de muta-

ciones en la ruta de IL-7. Así, las mutaciones en la ruta de IL-7R son más frecuentes en las 

T-ALL que sobreexpresan los FT HOXA y TLX, y menos frecuentes en las que expresan 

TAL1 y LMO452,462,463. Otra causa prevalente en T-ALL es la deleción del gen CDKN2A que 
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codifica para el supresor de tumores P14ARF443,464. Los timocitos Arf-/- presentan una sobre-

expresión de la cadena IL-7Rα mutada, lo cual induce una leucemia similar a ETP-ALL465. 

Además, la mutación R98S en la proteína ribosomal L10, que se encuentra en el 8% de los 

casos de T-ALL pediátrica, promueve la expresión de IL-7Rα466.  

10.3. Implicación de la señalización del  pre-TCR en T-ALL 

La ruta de Notch activa la ruta del pre-TCR mediante la activación de la transcrip-

ción de Ptcra en la generación de T-ALL442. Las rutas del pre-TCR y Notch colaboran en la 

generación de T-ALL442. Como se ha mencionado anteriormente, las señales mediadas por el 

pre-TCR implican la activación de PI3K-AKT, RAS-MAPK y NFAT, las cuales están im-

plicadas en la generación de T-ALL467. Se han identificado mutaciones activadoras de RAS 

en el 4-10% de los casos de T-ALL468. También la calcineurina mutada constitutivamente 

activa induce T-ALL en ratones transgénicos469. El papel central de la vía calcineurina-

NFAT se confirmó en estudios preclínicos en los que usaron inhibidores de la calcineurina, 

los cuales inducen la apoptosis de T-ALL en modelos de ratones leucémicos que expresan 

TEL-JAK2, SCL-LMO o ICN1469,470,442. 

10.4. Implicación de la recombinación V(D)J en T-ALL 

Varios eventos de recombinación V(D)J son necesarios durante la génesis de cada 

nuevo linfocito, y cada uno de estos eventos implican roturas de la doble hebra del ADN 

cromosómico. Estas roturas en el genoma son muy peligrosas para la viabilidad celular, por 

lo que las células han desarrollado complejos mecanismos para corregir estas escisiones me-

diante una reparación eficiente. Sin embargo, la recombinación V(D)J es una importante 

fuente de inestabilidad genómica que puede dar lugar a translocaciones cromosomales que 

contribuyen al desarrollo de linfomas y leucemias354,58. Errores en el mecanismo de recom-

binación V(D)J o de la reparación de roturas ocasionadas por otras razones es una importan-

te causa de expresión aberrante de moléculas involucradas en la generación de T-ALL por 

translocación de un oncogen en la vecindad de un enhancer de un gen del TCR. Entre los 

genes translocados, además de aquéllos que codifican por moléculas implicadas en señaliza-

ción, destacan los FT oncogénicos439. Entre las translocaciones cromosómicas que involu-

cran uno de los genes del TCR destacan: TCRB (7q34), TCRA-TCRD (14q11) y TCRG 

(7p14)439. Las translocaciones con el gen TCRD son predominantes, considerándose a Eδ 

como un elemento de alta inestabilidad genómica471,472. Entre los genes de FT oncogénicos 

se incluyen miembros de la familia bHLH como TAL1, TAL2, LYL1 y BHLHB1; LMO1 y 
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LMO2; TLX1/HOX11, TLX3/HOX11L2, NKX2.1, NKX2.2, NKX2.5, y genes HOX como 

TLX1. Entre estos TF destaca TAL1, también conocido como SCL (Stem Cell Leukemia), 

presente en aproximadamente el 50-60% de los casos de T-ALL473. TAL1 se identificó ori-

ginalmente por la translocación de TAL1 al gen TCRD, t(1;14)(p33:q11)474. TAL1 se expre-

sa en HSC y progenitores tempranos, siendo importante para la expresión de KIT durante la 

eritropoyesis y la hematopoyesis. TAL1 es silenciado durante el desarrollo normal de los 

timocitos a partir del estadio DN4, lo que regula la expresión de RAG1, RAG2 y pre-Tα. La 

expresión aberrante en timocitos DN y DP inhibe la diferenciación de los precursores de 

linfocitos T. Otro mecanismo que da lugar a la sobre-expresión de TAL1 es mediado por una 

translocación intracromosomal mediada a través de Eδ para dar lugar a la proteína de fusión 

SIL-TAL1475,476. Recientemente se ha descrito otro mecanismo de sobre-expresión de TAL1 

a través de una mutación que genera un nuevo enhancer477,478. La transformación mediada 

por TAL1 se deriva de su capacidad de inhibir la función de las proteínas E, ya que pertene-

ce a la misma familia y compite con ellas por los mismos sitios de unión479,480. De hecho, los 

ratones Tcf3-/-, que carecen de E2A, desarrollan T-ALL, y la haplosuficiencia de E2A o 

HEB, Tcf3+/- o Tcf12+/- respectivamente, tienen mayor propensión a sufrir T-ALL207,208. Sin 

embargo, como en el caso de las otras alteraciones relacionadas con T-ALL, como las que 

afectan a las rutas de Notch, pre-TCR o IL-7, la sobre-expresión de TAL1 no es suficiente 

para causar T-ALL, ya que solo un 30% de los ratones Tal1+ desarrollan leucemia después 

de más de 100 días480, sugiriendo la necesidad de otras mutaciones adicionales. LMO1 o 

LMO2 forman un complejo con TAL1, y normalmente se sobre-expresan junto con TAL1 

en T-ALL 473. Los ratones transgénicos Tal1+  Lmo2+ tienen mayor propensión a sufrir T-

ALL que los que solo sobre-expresan uno de los dos FT; además, tanto NOTCH1 como ge-

nes de la ruta PI3K-PTEN-AKT-mTOR están más frecuentemente mutados en T-ALL 

TAL1+, indicando una colaboración funcional entre TAL1 y esta vía de señalización481,473. 

Aunque a día de hoy se desconoce la razón por la cual TAL1 causa T-ALL, probablemente 

dependa de la regulación de alguno de sus genes diana ya que regula la expresión de nume-

rosos FT, reguladores del ciclo celular, factores de supervivencia y factores de reparación de 

ADN, así como de genes que codifican por transcritos largos no codificantes473. 

El panorama genético de T-ALL también incluye la pérdida de FT como WT1, 

LEF1, RUNX1, ETV6 y BCL11B, inhibidores del ciclo celular como CDKN2A, RB y 

CDKN1B, ganancia de oncogenes como MYB y reordenamientos cromosómicos que pue-

den resultar en productos de fusión como CALM-AF10, MLL1-ENL y NUP214-ABL1. 
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Otro ejemplo de translocación interesante en T-ALL afecta a MYB482: la translocación 

t(6;7)(q23;q34) fusiona los genes TCRB y MYB, quedando éste último regulado por Eβ, lo 

que provoca un subtipo de T-ALL en pacientes de menos de 2 años de edad, mientras que la 

duplicación del gen MYB, MYBdup, está asociada con una descontrolada expresión de MYB 

que dispara su actividad oncogénica dando lugar a T-ALL.  

10.5. Circuito regulador central (CRC) de T-ALL 

Varios estudios han demostrado que el estado transcriptómico general de una célula 

está determinado por un pequeño grupo de FT que crea lo que se conoce como un circuito 

regulador central (CRC)483. Cada tipo celular tendría un CRC que define su identidad. Los 

FT que forman parte de un CRC controlan su expresión génica entre sí, formando una red 

interconectada con capacidad de  auto- e inter-regulación484. Cualquier cambio en la expre-

sión de un FT de un CRC da lugar como resultado a una expresión génica alterada que pue-

de desencadenar la aparición de enfermedad485. Esta alteración de un CRC da lugar a los 

programas de expresión génica alterados específicos de las células tumorales con el fin de 

lograr que se den las condiciones óptimas para la proliferación, supervivencia y manteni-

miento de su fenotipo maligno486. Aunque se ha avanzado mucho en el conocimiento de los 

CRC para varios tipos celulares, la composición de los CRC en diferentes tipos de cáncer y 

cómo están regulados para promover la tumorigénesis sigue siendo aún desconocida debido 

a la dificultad experimental que se requiere para la identificación y validación de los 

CRC483,484,485. La caracterización de los CRC se realiza mediante el mapeo de los sitios de 

unión de determinados FT mediante ChIP-seq en grupos de enhancers o superenhancers que 

regulan la expresión de un gen y la confirmación que los FT de un CRC regulan la expresión 

de los otros FT que forman parte del mismo CRC487,488.  

La desregulación de los genes que codifican para ciertos FT es una de las caracterís-

ticas presentes en T-ALL, habiéndose identificado varios oncogenes y genes supresores de 

tumores afectados traslocaciones cromosómicas en casos de T-ALL, muchos de los cuales 

están implicados en la hematopoyesis normal como es el caso de TAL1439. Los resultados 

derivados del análisis de la expresión génica han demostrado que la sobreexpresión se asocia 

con un bloqueo en la diferenciación timocitos DP en modelos humanos y murinos y en desa-

rrollo de T-ALL. Recientemente se ha identificado el conjunto de FT que colabora con 

TAL-1 para generar un CRC presente en T-ALL humanas, situando a TAL1 como un FT 

clave de este CRC485,489,477,490,473. Este CRC está formado por TAL1, GATA3, RUNX1 y 
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miembros de la familia ETS, como ERG, ETS1 y ETV5/6, los cuales se unen a  las regiones 

reguladoras de sus propios genes y de los demás, formando un circuito interconecado auto-

rregulado positivamente. Esta estructura de red proporciona los medios por los cuales la ex-

presión aberrante de un único FT afecta a todo el programa de expresión génica de una célu-

la, contribuyendo a la transformación maligna. La sobreexpresión de GATA3 y RUNX1 

sostenida por TAL-1 puede contribuir al bloqueo de diferenciación en la etapa DP477. Este 

CRC además de estar implicado en el establecimiento y estabilidad de los timocitos trans-

formados que sobreexpresan TAL-1, también es importante durante la hematopoyesis nor-

mal491,492. 

10. 6. Implicaciones terapéuticas. 

Las opciones terapéuticas para B-ALL se han expandido recientemente con el desa-

rrollo de Ab monoclonales, inhibidores de  tirosina-quinasas y células CAR-T (Chimeric 

Antigen Receptor T-cells), las terapias para T-ALL están limitadas a quimioterapia y trans-

plante alogénico de HSC, y siguen siendo insatisfactorias. El tratamiento actual para T-ALL 

da como resultado una remisión completa en el 80-90% de los adultos, pero aproximada-

mente la mitad de estos pacientes recaen en los primeros dos años. Además los pacientes que 

no logran una remisión completa, tienen muy mal pronóstico, por lo que se realizan esfuer-

zos continuos para optimizar el uso de los agentes quimioterapéuticos convencionales utili-

zados que incluyen a glucocorticoides inmunosupresores como dexametasona, enzimas co-

mo la asparraginasa que inhibe la conversión de asparragina en ácido aspártico, y moléculas 

que inhiben la síntesis de ADN como el metotrexato que inhibe la formación de timidina y 

la nelarabina, análogo de la desoxiguanosina493,494,495,496.  

La alta prevalencia de mutaciones en la vía de señalización de NOTCH1 en enfermos 

con T-ALL, coloca a esta vía como una diana interesante para el desarrollo de terapias diri-

gidas. Así, para frenar la continua activación de esta ruta inhibiendo los niveles de ICN1 y la 

transcripción de sus genes diana a través de la γ-secretasa se han sintetizado distintos GSI 

que provocan un bloqueo en la proliferación de las células malignas497,498. Sin embargo, es-

tos inhibidores evidenciaron tener  toxicidad gastrointestinal en los ensayos clínicos, ya que 

inhiben la ruta de Notch en las células intestinales, provocando mala absorción y metaplasia 

intestinal. Para paliar estos efectos negativos se han combinado GSI y dexametosona499,500 y 

se han desarrollado terapias con Ab monoclonales que bloquean la actividad de NOTCH1 o 

inhiben a ADAM10501 y péptidos inhibidores de la formación del complejo ICN1-RBPJκ-
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MAML1, tal como el péptido denominado SAHM1 capaz de sustituir a MAML1502,503. 

Además de intentar atacar a la señalización de Notch, en los últimos años se han desarrolla-

do moléculas que actúan sobre otras vías que aparecen descontroladas en T-ALL. Por ejem-

plo, para intentar desactivar la vía metabólica PI3K/AKT/mTOR se han utilizado agentes 

derivados de la rapamicina, rapálogos, e inhibidores de PI3K y AKT504. También se ha in-

tentado bloquear la ruta JAK/STAT, especialmente para ETP-TALL, mediante distintos 

fármacos como ruxolitinib y fedratinib. También se han utilizado fármacos para detener la 

vía de las MAPK en estas células, tales como trametinib y tipifarnib. Actualmente se están 

probando drogas que inhiben ciclinas tipo D, NF-κB y agentes modificadores 

epigenéticos505,506,507, terapias prometedoras basadas en el uso de Ab para IL-7Rα508,509,450 y 

se han desarrollado Ab monoclonales para CD38 y CD25510,511 con resultados prometedores. 

De momento la terapia con CAR-T no ha tenido éxito para combatir T-ALL, debido a la 

dificultad de identificar antígenos exclusivos que no estén presentes en células T sanas que 

evite el efecto “fraticida” de las CAR-T entre ellas mismas. Recientemente se han desarro-

llado CAR-T anti-CD5 y anti- IL-7Rα, con escaso carácter autodestructivo en ratón, cuya 

efectividad en humanos aún se desconoce450	  
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Objetivos	  

El objetivo principal de esta tesis ha sido dilucidar el programa de regulación trans-

cripcional de los genes Tcrd y Tcrg durante la selección-β, ya que su expresión coincide 

durante las etapas DN2/3a y DP del desarrollo de los timocitos. Estos datos sugerían que los 

enhancers responsables de la transcripción germinal y recombinación V(D)J de estos dos 

genes pudieran tener un mecanismo común mediado por las señalizaciones más relevantes 

presentes en la transición de timocitos DN3a a DP.  

Para abarcar esta idea principal decidimos plantear los siguientes objetivos más concretos: 

1. Analizar los efectos de las señalizaciones responsables de la diferenciación de los ti-

mocitos DN3a a DP, como son las mediadas por Notch, IL-7R y pre-TCR, en la 

transcripción de los genes Tcrd y Tcrg. 

2. Identificación de los FT responsables de dichas señalizaciones mediante ensayos de 

unión y ensayos funcionales.  

3. Establecer una relación directa entre las señalizaciones, el reclutamiento de los FT a 

Eδ y Eγ y la transcripción de los genes Tcrd y Tcrg. 

Estos estudios se realizaron de forma conjunta con el estudio de la regulación de Eα, como 

enhancer con una regulación opuesta a la de Eδ y Eγ durante la selección-β. 

 

 

 

 

 

 

 



101	  
	  

 

	  
  



102	  
	  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                  Materiales	  y	  Métodos	  
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1. Ratones. 

Se usaron ratones Rag2-/-, Rag2-/- x Tcrb  (Rag2-/- x βtg), Rag2-/- x Eα-/- y Rag2-/- x 

βtg x Eα-/-428,429,373. Los ratones fueron mantenidos en condiciones libres de patógenos en la 

Unidad de Experimentación Animal del Instituto de Parasitología y Biomedicina “López-

Neyra”. Para la mayoría de experimentos se usaron ratones entre 4-8 semanas de edad, ex-

cepto en algunos ensayos donde se utilizaron embriones E14,5 Rag2-/- x βtg x Eα-/-. Se em-

plearon individuos machos y hembras, de forma aleatoria. Los animales y procedimientos 

utilizados estaban autorizados según las directrices bioéticas del Consejo Superior de Inves-

tigaciones Científicas y la Junta de Andalucía. 

2. Extracción de órganos linfoides primarios. 

Los ratones adultos fueron sacrificados mediante CO2 por personal cualificado de la 

Unidad de Experimentación Animal. Para su disección, los ratones fueron sumergidos en 

etanol al 70%, previamente a colocarlos sobre tablas de corcho. Se les realizó una incisión 

con unas tijeras de trazo recto, comenzando desde la abertura uretral situada en la zona infe-

rior del animal hasta la mandíbula inferior. Desde aquí se realizaron dos cortes hacia cada 

una de las axilas, se tiró de la piel suelta y se fijó con chinchetas al corcho para facilitar el 

siguiente paso. Para la extracción del timo se perforó el diafragma, se cortaron las costillas 

por cada uno de los lados hasta la clavícula, se levantaron las costillas con unas pinzas y se 

dejaron fijadas con chinchetas al corcho. El timo, localizado debajo de las costillas recu-

briendo el corazón, fue retirado con ayuda de unas pinzas curvas para sujetar y unas tijeras 

curvas para separar el timo del tejido conectivo. Los timos se pusieron en placas de cultivo 

celular (Falcon) de 60 x 15 mm de poliestireno con medio RPMI 1640 con 10% de suero 

bovino fetal inactivado con calor (Fetal Bovine Serum, FBS) preparadas previamente para 

luego proceder a la disgregación del órgano y la obtención de los timocitos. El FBS usado 

fue tratado con calor mediante incubación a 560C durante 30 minutos para inactivar el com-

plemento y evitar citotoxicidad celular. 

Si las células de estos órganos necesitaron ser cultivadas posteriormente, estos pro-

cedimientos de extracción se realizon en condiciones de esterilidad dentro de campana de 

flujo laminar en un cuarto específico para el cultivo de células animales. 
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3. Cultivo de líneas celulares leucémicas murinas y humanas y de células primarias 

murinas 

Las células SCID.adh proceden de un timoma de ratones con inmunodeficiencia ce-

lular severa (Severe Cell ImmunoDeficiency, SCID) debido a la presencia de una mutación 

inactivadora en el gen Prkdc que codifica para la quinasa DNA-PK512. Estas células fueron 

mantenidas en suspensión en medio de cultivo RPMI 1640 suplementado con 10 % de FBS  

inactivado y cantidades estándar de glutamina (1%), penicilina y streptomicina (1%), ami-

noácidos no esenciales (1%), piruvato sódico (1%) y 50 µM de 2-mercaptoetanol (2-ME), a 

37ºC con 5% de CO2.  

Las células Jurkat proceden de células T-ALL de un niño de 14 años513. Estas células 

fueron mantenidas en suspensión en RPMI 1640 suplementado con 10% de FBS inactivado 

y cantidades estándar de glutamina, penicilina y estreptomicina, a 37ºC con 5% de CO2. 

Las células HEK-293T fueron obtenidas por transfección de la línea HEK-293 pro-

cedente de un riñón de un embrión humano para que expresen un alelo sensible a temperatu-

ra del antígeno T grande del virus SV40, lo cual permite que los plásmidos transfectados 

puedan replicarse para conseguir así una alta expresión de proteínas514.  Son células adheren-

tes y necesitan ser tripsinizadas para sus pases 1:4 o 1:8 cada dos o tres días, respectivamen-

te. Estas células fueron mantenidas en medio DMEM, medio de Eagle modificado por Dul-

becco, suplementado con 10% de FBS inactivado y cantidades estándar de glutamina, ami-

noácidos no esenciales, penicilina y estreptomicina, a 37ºC con 5% de CO2.  

Las células Phoenix Ampho son derivadas de las células HEK-293T que expresan los 

genes retrovirales estructurales gag/pol y la envuelta anfotrópica del virus de la leucemia 

murina515. Estas células se usan para la producción de retrovirus al ser transfectadas con 

vectores retrovirales. Se cultivan en medio RPMI 1640 con 10% de FBS inactivado y canti-

dades estándar de glutamina, aminoácidos no esenciales, penicilina y estreptomicina, a 37ºC 

con 5% de CO2. 

Las células estromales de ratón OP9 y OP9-DL1516 fueron cultivadas en medio α-

MEM, medio mínimo esencial de Eagle con la modificación α, suplementado con 20% de 

FBS inactivado, 2,2 g/L de bicarbonato sódico, 50 µM de 2-ME, penicilina y estreptomicina, 

a 37ºC con 5% de CO2. Son células adherentes y necesitan ser tripsinizadas para sus pases 

1:4 cada dos días. 
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Las células COS7 proceden de fibroblastos de riñón de mono que fueron inmortali-

zadas  mediante infección con el virus del sarcoma de Rous y fueron modificadas para pro-

ducir el antígeno T grande del virus SV40 que permite la replicación de los plásmidos trans-

fectados  para conseguir una alta expresión de proteínas517. Son células adherentes y necesi-

tan ser tripsinizadas para sus pases 1:4 o 1:8 cada dos o tres días, respectivamente. 

Los timocitos de ratones E14,5 Rag2-/- x βtg x Eα-/- fueron cultivados sobre monoca-

pas de células OP9 o OP9-DL1 en medio RPMI 1640 con 15% de FBS inactivado y canti-

dades estándar de glutamina, penicilina y estreptomicina, 1 ng/mL de IL-7 murina (Pepro-

Tech) y 5 ng/mL del ligando de FLT3 (Fms-Like Tyrosine-kinase Ligand, FLT3L) humano 

(PeproTech), a 37 ºC con 5% de CO2. 

4. Tratamiento de las células con activadores o inhibidores de señalizaciones celulares  

Las células SCID.adh y Jurkat (1x105 células/mL) fueron estimuladas con 20 ng/mL 

de PMA y 0,5 µg/mL ionomicina (P+I) (Sigma-Aldrich) y/o 10 ng/mL de IL-7 (Prepotech), 

durante 24 o 48 horas. Para la inhibición de la señalización de Notch se trataron las células 

usaron las concentraciones de DAPT (Selleckchem) de 16 µM para las células SCID.adh y 

20 µM para las células Jurkat durante 24 y 48 horas. Los tratamientos se hicieron en frascos 

de cultivo celular de 25 cm2 de superficie (BD Falcon). 

El PMA fue disuelto en dimetilsulfóxido a una concentración de 1 mg/mL y guarda-

do a -200C en pequeñas alícuotas de un solo uso. La ionomicina fue disuelta en agua a una 

concentración de 1 mg/mL y guardada a -200C en pequeñas alícuotas de un solo uso. La IL-

7 fue reconstituida en agua a una concentración de 0,1 mg/mL y guardada a -800C en peque-

ñas alícuotas de 20 µ de un solo uso. El DAPT, también conocido como GSI-IX, fue disuelto 

a una concentración de 1mg/mL en agua y guardado a -20ºC en pequeñas alícuotas como 

solución stock de un solo uso.  

5. Inducción de la diferenciación de timocitos DN3 a DP de ratones Rag2-/- in vivo 

Para la diferenciación in vivo de los timocitos, ratones adultos Rag2-/- x βtg x Eα-/- 

fueron inyectados vía intraperitoneal con 150 µg de un Ab monoclonal purificado para CD3ε 

de ratón obtenido del hibridoma de hámster 145-2C11. Tras la inyección, los ratones fueron 

sacrificados a diferentes tiempos. La diferenciación de los timocitos fue comprobada por 

citometría de flujo usando Ab para CD4 acoplado a isotiocianato de fluoresceína (Fluores-

cein isothiocyanate, FITC), CD8 acoplado a ficoeritrina (Phycoerythrin, PE) y CD25 aco-
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plado a aloficocianina (Allophycocyanin, APC) (BD Biosciences Pharmingen) usando un 

citómetro (Becton Dickinson Excalibur Analyzer). 

Para el estudio de la diferenciación in vitro, los timocitos de ratones E14,5 Rag2-/- x 

βtg x Eα -/- fueron co-cultivados sobre monocapas de células OP9 o OP9-DL1 en placas de 

24 pocillos con medio RPMI 1640 suplementado con 15%  de FBS inactivado, 1% de peni-

cilina y estreptomicina, 50 µM 2-ME, 1 ng/mL de IL-7 murina  y 5 ng/mL de FLT3L hu-

mano. Los timocitos se recogieron a diferentes tiempos y los timocitos DN se purificaron 

mediante el uso de un citómetro-separador (Becton Dickinson Aria III), usando Ab CD4-

FITC y CD8-PE (BD Biosciences Pharmingen). 

6. Transducciones virales 

Se llevaron a cabo transducciones con plásmidos retrovirales MigR y MigR-ICN1 y 

transducciones con plásmidos lentivirales de la colección MISSION (Sigma) con shRNA 

control, shRunx1-RNA o shMyb-RNA. 

Las transducciones retrovirales utilizando los plásmidos MigR realizadas en células 

Jurkat y timocitos murinos E14,5 se hicieron empleando RetroNectin (Takara) y espinocula-

ción (centrifugación conjunta celular y viral). La RetroNectin consiste un fragmento de la 

fibronectina humana. Para ello, placas de 24 pocillos no tratadas para cultivos celulares 

(Corning) fueron incubadas el día anterior a la transducción con 400 µL de RetroNectin a 

40-50 µg/mL durante toda la noche a 4 ºC o 2 horas a temperatura ambiente selladas con 

parafilm. La RetroNectin liofilizada se disuelve en tampón fosfato salino (Phosphate Buffe-

red Saline, PBS) para tener una solución 5X a 150-200 µg/mL que se guarda en alícuotas 

congeladas a -200C. La solución de RetroNectin puede ser reutilizada 3 veces y se guarda a 

40C. Al día siguiente, se retiró la solución de RetroNectin de los pocillos, se añadió 1 

mL/pocillo de PBS con 2% de FBS inactivado, incubándose 30 minutos a temperatura am-

biente, y finalmente los pocillos se lavaron 3 veces con 1 mL de PBS. Dos días antes de la 

transducción, las células Phoenix Ampho presentes en una placa de 100 mm de diámetro al 

60-70% de confluencia fueron electroporadas a 220 V, 1.050 µF y 72 ohmios con un tiempo 

de pulso de 55-65 milisegundos en un electroporador Electro Cell Manipulator 600 (BTX) 

en 200 µl de medio RPMI 1640 completo con 10% FBS inactivado conteniendo 5 µl de 

NaCl 1,5M, 20 µg del vector MigR correspondiente y 20 µg del plásmido pAMLV, que con-

tiene el gen de la envuelta anfotrópica del virus de la leucemia murina, en cubetas de 0,4 cm 
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y plaqueadas en 1,5 pocillos de una placa de cultivo de 6 pocillos en medio RPMI 1640 

completo con 20% de FBS inactivado (normalmente se parten de 2 placas de 100 mm de 

diámetro que da para 3 pocillos de una placa de 6 pocillos por cada plásmido MigR). Al día 

siguiente, 24 horas post-transfección, se eliminó el medio de las células Phoenix Ampho 

electroporadas y se añadió 1 mL/pocillo de medio RPMI 1640 completo con 10% FBS inac-

tivado. Ese mismo día se aislaron los timocitos embrionarios y se incubaron durante 16 ho-

ras con 1 ng/mL de IL-7. Al día siguiente, 48 horas post-transfección, se recogió el sobrena-

dante de las células Phoenix Ampho transfectadas conteniendo los retrovirus, que se filtró a 

través de 0,45 µm (Millex-HP, Millipore) y se añadió a los pocillos de las placas de 24 poci-

llos con RetroNectin. Las placas se centrifugaron a 2.000 g durante 2 horas a 320C y se in-

cubaron durante 4 horas. Después se retiró el virus no unido y se plaquearon 7,5 x 104 célu-

las Jurkat o 5 x 105 timocitos en 1,5 mL de medio RPMI 1640 completo con 30% de FBS 

inactivado suplementado con 8 ng/mL del policatión polybrene y se volvió a centrifugar la 

placa. En el caso de los timocitos, el medio lleva además 1 ng/mL de IL-7 murina y 5 ng/mL 

de FLT3L humano. Las células Jurkat fueron incubadas durante 16-24 horas, transvasadas a 

pocillos de una placa de 6 pocillos con medio fresco y, 24 horas después, las células GFP+ 

fueron purificadas mediante citometría de flujo en un separador celular. Los timocitos fue-

ron transducidos de forma consecutiva durante un total de tres días seguidos siguiendo el 

mismo protocolo de centrifugación, sustituyendo 1 mL de medio de la transducción anterior 

por 1 mL de sobrenadante con retrovirus frescos obtenidos de las placas de células Phoenix 

Ampho transfectadas anteriormente, y después fueron cultivados sobre monocapas de célu-

las OP9 en presencia de 1 ng/mL de IL-7 murina y 5 ng/mL de FLT3L humano durante 10 

días antes de purificar las células por citometría de flujo según la expresión de CD4 y CD8. 

La transducción viral, retrovirus MigR y lentivirus de la colección MISSION de 

Sigma, de las células SCID.adh se realizó mediante espinoculación. Los retrovirus MigR 

fueron producidos en células HEK-293T al 90% de confluencia en pocillos de placas de 6 

pocillos mediante transfección de 4,2 µg del vector MigR correspondiente junto con 4,2 µg 

del plásmido que contiene el gen de la envuelta ecotrópica del virus de la leucemia murina y 

1,7 µg del plásmido que contiene los genes gag-pol utilizando Lipo D (SignaGen Laborato-

ries). Para ello, 30-60 minutos antes se cambió el medio a las células. Se mezclaron 500 µL 

medio DMEM alta glucosa sin suero con la combinación de 10 µg de los plásmidos mencio-

nados para cada transfección (solución A). También se mezclaron aparte 30 µL de Lipo D y 

500 µL de medio DMEM alta glucosa sin suero para cada transfección (solución B). Se echó 
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la solución B sobre la solución A, se mezclaron mediante vórtex y se realizó una breve cen-

trifugación. Las mezclas se incubaron durante 15-20 minutos a temperatura ambiente y se 

añadieron gota a gota sobre cada pocillo de la placa de 6 pocillos conteniendo a las células 

HEK-293T. Los lentivirus fueron producidos de la misma forma pero utilizando los plásmi-

dos lentivirales MISSION (Sigma-Aldrich) correspondientes junto con 4,2 µg del plásmido 

que contiene el gen de la envuelta ecotrópica del virus de la leucemia murina y 1,7 µg del 

plásmido pD7.8 con los genes gag-pol. Los vectores shRunx1 MISSION usados fueron 

TRCN0000338489 (shRunx1#89) y TRCN0000013660 (shRunx1#60) y los vectores shMyb 

MISSION empleados fueron TRCN0000042498 (shMyb#98) y TRCN0000042501 

(shMyb#01). Se cambió el medio de las células 5 horas después de la transfección añadiendo 

1 mL de medio DMEM completo con 10% FBS inactivado y los sobrenadantes que conte-

nían los virus fueron recogidos 2 días después de la transfección. Los sobrenadantes fueron 

centrifugados a 3.000 revoluciones por minuto (rpm) en una centrífuga durante 15 minutos a 

40C y filtrados. A cada mL de este sobrenadante con virus se le añadieron 8 ng de polybrene 

y se mezclaron con 0,5-1x106 células SCID.adh en pocillos en placas de 24 pocillos. Las 

placas fueron centrifugadas a 1.400 g (2.000 rpm) durante 45 minutos a temperatura ambien-

te e incubadas a 370C en medio completo con 5% de CO2. Las células SCID.adh GFP+ pro-

cedentes de las transducciones retrovirales con MigR fueron aisladas por citometría de flujo 

usando un citómetro separador (Becton Dickinson Aria III), mientras que las células trans-

ducidas con los lentivirus fueron seleccionadas por resistencia al antibiótico puromicina. 

7. Cuantificación de los transcritos celulares: RT-qPCR (PCR cuantitativa mediada 

por transcripción inversa) 

El ARN de las células se aisló utilizando el reactivo peqGOLD TriFast (Peqlab) ba-

sado en fenol y tiocianato de guanidinio. Para ello, las células fueron lisadas en dicho reacti-

vo a una concentración aproximada de 10x106 células/mL y se guardaron los lisados a -800C 

o se continuó con el procedimiento que se describe a continuación. Para la obtención del 

ARN, se añadió 0,2 mL de cloroformo/mL de lisado, se agitaron las muestras durante 15 

segundos a mano y se dejaron reposar de 3-10 minutos a temperatura ambiente. Los lisados 

se centrifugaron a 12.000 g a temperatura ambiente durante 5 minutos en una minicentrífuga 

para separar las fases orgánica y acuosa. Se aisló la fase acuosa en un tubo nuevo y se aña-

dió 0,5 mL de isopropanol por mL de lisado original, se mezcló bien, se incubó en hielo du-

rante 15 minutos y se centrifugó durante 10 minutos a 12.000 rpm a 40C. El ARN precipita-

do se lavó con etanol al 75% y se centrifugó durante 5 minutos a 7500 rpm a 40C. El ARN 
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se dejó secar a temperatura ambiente y  fue resuspendido en agua milliQ. La concentración 

de ARN se midió mediante un espectrofotómetro NanoDrop. Para la generación del ADN 

complementario (complementary DNA, cDNA) se utilizó el kit sScript cDNA SuperMix 

(Quanta Biosciences) mezclando 1 µg de ARN con una mezcla que contiene dNTPs, MgCl2, 

hexaprimers y oligo-dT, inhibidor de RNAsa y  la enzima transcriptasa reversa. Para ello, en 

un volumen de 10 µL se ponen 1 µg de ARN, 4 µL de  la mezcla y se completa con agua 

estéril tratada con dietilpirocarbonato (diethylpirocarbonate, DEPC). Los tubos se incuban a 

25ºC  durante 5 minutos, a 42ºC  durante 30 minutos y a 85ºC  durante 5 minutos. Finalmen-

te el volumen de 10 µL fue llevado hasta 100 µL con agua milliQ. 

La cantidad relativa de los transcritos respecto a la transcripción del gen de β-actina 

se realiza mediante la reacción en cadena de la polimerasa de forma cuantitativa (quantitati-

ve Polymerase Chain Reaction, qPCR). La qPCR se realizó a partir de 4 µL de cDNA de 

cada muestra utilizando el kit iTaq Universal SYBR Green Supermix (Bio-Rad) conteniendo 

una mezcla de los cuatro 2´-desoxinucleótidos trifosfato (dNTPs), MgCl2, el intercalante de 

ADN SYBR Green  y los oligonucleótidos correspondientes a cada transcrito a medir utili-

zando un termociclador Bio-Rad  CFX96 (Bio-Rad). Para ello, 4 µL de cada cDNA, se mez-

cló con 5 µL de la mezcla del kit y 0,5 µL de cada oligonucleótido 10 µM, en un volumen 

total de 10 µL. Las secuencias de los oligonucleótidos utilizados se detallan en la Tabla 1 (al 

final de esta sección). El protocolo de temperaturas de qPCR fue: 95ºC durante 7 minutos, 

seguidos de 45 ciclos de tres pasos (95ºC durante 30 segundos, 59,5ºC durante 45 segundos, 

72ºC durante 30 segundos) y, finalmente, una incubación de 95ºC durante 1 minuto. Las 

condiciones de la curva ascendente de temperatura para separar las hebras de los productos 

de PCR o “Melting” fueron de 55-90ºC con un incremento de 0,5ºC cada 5 segundos. Los 

cálculos de la expresión de los tránscritos se realizaron según el método de Livak o del 

ΔΔCt, normalizando los valores obtenidos para los tránscritos de cada muestra con su co-

rrespondiente valor para los transcritos del gen de β-actina (Actb en transcritos de ratón o 

ACTB en transcritos humanos). 

8. Inmunoprecipitación de cromatina cuantitativa (qChIP). 

Las células SCID.adh sin estimular o estimuladas con P+I durante 24 o 48 horas fue-

ron tratadas con formaldehído al 1% durante 10 minutos a temperatura ambiente para entre-

cruzar el ADN y las proteínas. La reacción fue detenida añadiéndo glicina hasta obtener una 

concentración final de 0,125 M e incubando durante 5 minutos a temperatura ambiente. 
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Después de dos lavados con PBS o solución tampón de Hank (Hank´s Balanced Salt Solu-

tion, HBSS),  2x107  células fueron resuspendidas en 500 µL de un tampón de lisis conte-

niendo 1% de dodecil sulfato sódico (Sodium Dodecyl Sulfate, SDS), 10 mM de ácido dieti-

lendiaminotetraacético (Ethylene Diamine Tetra-Acetic acid, EDTA), 50mM de Tris-HCl 

[pH:8,1], 1mM de fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PhenylMethylSulfonyl Fluoride, PMSF ) 

y un cóctel de inhibidores de proteasas (cOmplete, Roche) e incubadas durante 10 minutos 

en hielo. Los lisados celulares fueron sonicados en tubos de 1,5 mL inmersos en hielo usan-

do un sonicador Branson al 50 % de capacidad, durante 13 ciclos con  periodos de sonica-

ción de 15 segundos y periodos de reposo de 2-5 minutos. El ADN cromosomal se redujo a 

un tamaño entre 200-500 pb, como se comprobó mediante electroforesis en geles de agarosa. 

Los lisados sonicados fueron centrifugados en durante 30 minutos a 14.000 rpm a 4ºC en 

una minicentrífuga y el sobrenadante fue diluido 10 veces añadiendo 4,5 mL de un buffer de 

unión conteniendo 0,01% de SDS, 1,1% de Tritón X-100 (v/v), 1,2 mM de EDTA, 16,7 mM 

de Tris-HCl [pH 8,1], 167 mM de NaCl, 1 mM de PMSF 1mM y el cóctel de  inhibidores de 

proteasas.  El 5% del material total  (250 µL) fue guardado para usar como material de parti-

da o “input” para  utilizarlo en las reacciones de qPCR para el cálculo de la cantidad de cro-

matina inmunoprecipitada. Los lisados fueron “pre-aclarados” mediate incubación con 140 

µL de proteína A agarosa previamente bloqueada con seroalbúmina bovina (Bovine Serum 

Albumin, BSA) y lavada según las indicaciones del fabricante (Upstate Biotechnology) du-

rante 2-3 horas a 4ºC con el fin de disminuir las uniones inespecíficas de la cromatina a la 

agarosa. La cromatina pre-aclarada fue dividida en 2 alicuotas de aproximadamente 2,5 mL 

(correspondiente a 107 de células SCID.adh) en tubos de poliestireno de 5 mL, añadiendo a 

cada tubo 5-10 µg del Ab correspondiente o del Ab control e incubada durante 16 horas a 

4ºC en rotación. Al día siguiente se realizó otra incubación de 2 horas a 4ºC, adicionando 70 

µL de proteína A/agarosa previamente bloqueada a la que se unirán los complejos 

ADN/proteína. Además en esta incubación se añadieron 25 µl de BSA 20 mg/ml y 40 µg de 

ADN de esperma de salmón previamente sonicado (previalmente calentado y enfriado en 

hielo). Los inmunoprecipitados fueron transferidos a tubos de 1,5 mL y se lavaron con 500 

µL de una serie de tampones fríos en ciclos de 5 minutos de rotación a temperatura ambien-

te: dos lavados con tampón de baja sal (0,1 % de SDS, 1% de Triton X-100, 2 mM de 

EDTA, 20 mM de Tris-HCl [pH:8,1], 150 mM de NaCl); un lavado con de alta sal (0,1% de 

SDS, 1% de Triton X-100, 2 mM de EDTA, 20 mM de Tris-HCl [pH:8,1], 500 mM de 

NaCl); un lavado en tampón TE (10 mM de Tris-HCl [pH:8,1], 1 mM de EDTA); un lavado 

con tampón de LiCl (1%  de Nonidet P-40 (NP-40), 1% de acido deoxicólico, 10 mM de 
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Tris-HCl [pH:8,1], 1 mM de EDTA, 0,5 M de LiCl) y 1 último lavado en tampón TE, con 

centrifugaciones en una minicentrífuga a 1.000 rpm durante 1 minuto a 40C entre lavados, 

excepto la última que fue de 3 minutos. A continuación, los complejos ADN/proteína/Ab 

fueron separados de la proteína A-agarosa en dos ciclos, resuspendiendo el precipitado en 

250 µL de un buffer de elución compuesto por 0,1M de NaHCO3 y 1% de SDS, calentando a 

65ºC durante 1 hora y dejándolos después  rotar durante 15 minutos a temperatura ambiente. 

Los eluídos fueron centrifugados a 1.000 rpm durante 3 minutos a temperatura ambiente. Se 

recogieron los sobrenadantes y se les añadió 20 µL de NaCl 5M (también al input) y se in-

cubaron a 65ºC durante toda la noche para eliminar los entrecruzamientos. Los complejos 

fueron tratados con 2 µL de RNAsa A 10  mg/mL a 37 ºC durante 10 minutos y 1 µL de 20 

mg/mL de proteinasa K a 45ºC durante 1 hora. A continuación se purificó el ADN mediante 

extracciones de fenol (1 vez), fenol-cloroformo (1 vez) y cloroformo (2 veces) y se precipitó 

a -200C  tras la adición 40 µL de 3M acetato sódico [pH:5,2], 100 µg de glicógeno y de 1 

mL de etanol. Tras 2-3 días de precipitación a -200C, el ADN fue centrifugado a 14.000 rpm 

durante  45  minutos a 40C en una minicentrífuga, lavado con 300 µL de etanol frío a -200C 

al 75% y resuspendido en 50 µL de agua Milli Q para los puntos de ChIP y en 250 µl los 

inputs. Las cromatinas resuspendidas fueron calentadas durante 2 minutos a 650C. Se proce-

dió a realizar la qPCR de los ChIPs en las mismas condiciones descritas  para el análisis de 

tránscritos utilizando 4 µL de cromatina. Los cálculos de la unión de FT se normalizaron los 

valores con los correspondientes inputs y se compararon con la unión a una secuencia exóni-

ca del gen Oct2, como control negativo. 

Los Ab utilizados fueron IgG control (ab46540, Abcam), RUNX1 (sc-28679, Santa 

Cruz Biotechnology o ab23980, Abcam), MYB (sc-517, Santa Cruz Biotechnology o 05-

175, Merck Millipore), STAT5 (sc-835, Santa Cruz Biotechnology), CTCF (07-729, Merck 

Millipore), H3K4me3 (ab8580, Abcam) y H3K27ac (ab4729, Abcam). 

9. Construcción de plásmidos reporteros 

Los plásmidos reporteros conteniendo el gen de la luciferasa de luciérnaga (LUC): 

Jα49p-LUC, Jα49p-LUC-Eα386, Vδ1p-LUC, TEAp-LUC y TEAp-LUC-Eα386, todos ba-

sados en el plásmido pXPG, fueron descritos anteriormente314,376. Los plásmidos Vδ1p-

LUC, Eδ370-Vδ1p-LUC, Eδ370mRunx1-Vδ1p-LUC, Eδ370mMyb-Vδ1p-LUC, Eδ280-

Vδ1p-LUC, Eδ160-Vδ1p-LUC, Eδ60-Vδ1p-LUC y Eδ35-Vδ1p-LUC se obtuvieron de cons-

trucciones Vδ1-CAT en el plásmido BlueScript previamente descritas402,189 mediante su di-
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gestión con los enzimas de restricción SacI y HindIII, para obtener los fragmentos Eδ-Vδ1p. 

Estos fragmentos fueron subclonados en el plásmido pXPG digerido con estos mismos en-

zimas. Para generar el plásmido TEAp-LUC-Eδ370, se amplificó la secuencia Eδ370 por 

PCR convencional usando los oligonucléotidos CTGATGTGAATTCCCCCAGCCCAA-

AGT y GACAGTCGAATTCCAATTGAAAGGATTAGACATT, a los que se les incluyó 

las secuencias para generar un sitio EcoRI para su posterior clonaje en el sitio EcoRI del 

plásmido TEAp-LUC derivado de pXPG. 

Para estudiar la funcionalidad del enhancer Eγ, se utilizaron construcciones donde el 

promotor FOS (cfosp) fue clonado en sitios EcoRV y HindIII y los enhancers Eγ1 o Eγ4 en 

sitios BamH1 y Sal1 dentro del plásmido pGL4.10 (Promega). Estos plásmidos fueron gene-

rosamente cedidos por los Dres. Koichi Ikuta y Shizue Tani-ichi de la Universidad de Kyoto, 

Japón. 

Los plásmidos CSL-LUC (8xRBPJκ) y CMV-ICN1 fueron descritos 

anteriormente518. Estos plásmidos fueron generosamente cedidos por el Dr. Jonathan Aster 

de Harvard Medical School, Estados Unidos. 

10. Ensayos de actividad de luciferasa 

Se realizaron dos tipos de estos ensayos para medir la actividad de los enhancers Eδ 

y Eγ. Por un lado se llevaron a cabo experimentos para ver el efecto de la señalización de 

Notch mediante la co-transfección conjunta de los plásmidos reporteros de LUC junto con 

un plásmido de expresión de ICN1, CMV-ICN1, bajo el control de las regiones reguladoras 

de citomegalovirus, o el plásmido control BlueScript. Por otro lado, se midió el efecto de 

distintas señalizaciones sobre la actividad de distintas versiones de los enhancers analizados 

sobre la transcripción de LUC. En todos los casos se transfectó el plásmido pGL4.10 (Pro-

mega), conteniendo el gen de luciferasa de Renilla bajo el control de las regiones regulado-

ras de la quinasa de timidina (Thymidine Kinase, TK), pRL-TK.  

En los ensayos de co-transfección para ver el efecto de la señalización de Notch, 

4x106 células Jurkat fueron lavadas con PBS frío estéril y se transfectadas con 2,5 µg del 

plásmido reportero de LUC correspondiente junto con 12,5 µg de los plásmidos CMV-ICN1 

o pBlueScript (control negativo). En todos los casos se cotransfectaron las células con 10 ng 

de pRL-TK. La transfección se realizó mediante electroporación en 300 µL de medio RPMI 

1640 sin suero a 260 V, 80 Ohmios y 1500 µF en cubetas BTX de 0,4 cm en un electropora-
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dor Electro Cell Manipulator 600 (BTX). Inmediatamente después de la electroporación las 

cubetas se dejaron en hielo y se añadieron 500 µl de FBS inactivado. Las células se diluye-

ron en 5 mL de medio RPMI 1640 completo que previamente se deja atemperando en placas 

de 6 pocillos. Las células se cultivaron durante 48 horas a 37ºC con 5% de CO2.  

En los ensayos en los que se midió la actividad de los plásmidos LUC en las células 

tratadas con diferentes tratamientos, 4x106 células Jurkat fueron electroporadas con 5 µg de 

la construcción LUC y 10 ng de pRL-TK Renilla. Una vez terminada la electroporación, el 

contenido de cada cubeta se repartió por igual entre dos pocillos en placas de 6 pocillos con 

5 mL de medio RPMI 1640 completo, a uno de los cuales se le añadió el tratamiento corres-

pondiente con P+I, IL-7 o DAPT, como se indicó anteriormente. Las células fueron  cultiva-

das durante 48 horas a 37ºC con 5% de CO2. 

En ambos casos, a continuación las células fueron recogidas y lisadas en hielo con un 

buffer compuesto de Passive Lysis Buffer (Promega) conteniendo el cóctel de inhibidores de 

proteasas (cOmplete, Roche), 1 mM de PMSF y 1 mM ditiotritiol (DTT) durante 30 minu-

tos. Los lisados fueron congelados y guardados a -800C un mínimo de 30 minutos para su 

posterior análisis, como un paso que favorece la ruptura celular por criolisis. La actividad las 

luciferasas (LUC/Renilla) se midió con el Dual-Luciferase-Kit (Promega) en un luminóme-

tro FB12 Single tube Luminometer (Berthold). Los resultados se expresaron como el cocien-

te entre el valor de LUC y de la luciferasa de Renilla.  

11. Ensayos de retardo de la movilidad electroforética  

Este tipo de ensayos (Electrophoretic Mobility Shift Assays, EMSA) se utilizan para 

validar posibles sitios de unión para FT. Realizamos EMSA para validar posibles sitios de 

unión para RBPJκ en Eδ y Eγ, y STAT5 en  Eδ.  

El protocolo está estructurado en las siguientes etapas: 

Preparación de los extractos nucleares: Para los EMSA de RBPJκ, se transfectaron células 

COS7 con el plásmido CMV-RBPJκ-Myc. Para los EMSA de STAT5, se hicieron extractos 

celulares de células SCID.adh estimuladas o no con 10 ng/mL de IL-7 durante 48 horas. 

Para la obtención de los extractos nucleares en los dos casos, 107 de células fueron lavadas 

con 10 mL de PBS y centrifugadas para obtener un precipitado celular. El precipitado de 

células fue resuspendido en 300 µl de buffer-A frío (10 mM de Tris-HCl [pH: 7,9], 60 mM 

de KCl, 1 mM de EDTA, 0,5 µM de PMSF y el cóctel de inhibidores de proteasas (cOmple-
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te, Roche) e incubado durante 15 minutos en hielo en un tubo de 1,5 mL para facilitar la lisis 

de las membranas plasmáticas. A continuación se añadió 0,4% de NP-40 a los lisados y se 

les dio un vórtex a las muestras durante 10 segundos. Se dejaron los lisados en hielo durante 

3 minutos previos a una centrifugación a 15.000 rpm durante 3 minutos a 4ºC en una mini-

centrífuga. Los núcleos celulares obtenidos tras este tratamiento se lavaron con buffer-A frío 

y se resuspendieron en 100 µL de buffer-C frío (20 mM de Tris-HCl [pH:8,0], 0,4M de 

NaCl, 1,5 mM de MgCl2, 1 mM de EDTA, 1 mM de DTT, 0,5 µM de PMSF y el cóctel de 

inhibidores de proteasas (cOmplete, Roche), dejándose en rotación a 4ºC durante 30 minu-

tos. A continuación se separaron los extractos nucleares de los restos celulares no disueltos 

mediante centrifugación a 15.000 rpm durante 15 minutos a 4ºC en una minicentrífuga. Se 

añadió glicerol a los extractos  nucleares con una concentración final del 25%. Los extractos 

nucleares fueron guardados a -80 ºC hasta su posterior uso. La concentración de proteína de 

los extractos nucleares se realizó mediante la técnica de Bradford (Bio-Rad). 

Marcaje de las sondas: Las sondas utilizadas son oligonucléotidos de doble cadena marca-

dos radiactivamente con 32P, que contienen la secuencia de unión del FT a ensayar, en nues-

tro caso RBPJκ y STAT5. Para ello, nucleótidos de simple cadena purificados por cromato-

grafía de líquidos de alto rendimiento (High-Performance Liquid Chromatography, HPLC) 

(Metabion) se resuspendieron a una concentración de 200 µM. Las secuencias de las sondas 

utilizadas están registradas en la tabla 1 (al final de esta sección). Para  obtener oligonucleó-

tidos de doble cadena, 5 nmoles de cada oligonucléotido se hibridó con su complementario 

en 200 µl de buffer 2 (New England Biolabs). La mezcla de los dos oligos complementarios 

se calentó durante 2 minutos a 95ºC en un bloque térmico (Eppendorf), el cual se dejó apa-

gado hasta que llegó a temperatura ambiente para conseguir la hibridación completa de los 

oligonucleótidos, que se guardaron a -20ºC para su posterior uso. 

Antes del marcaje radiactivo, cada oligonucleótido de doble cadena fue diluido 10 

veces con agua milliQ para obtener una concentración de 2,5 pmoles/µL. Para el marcaje se 

mezclaron 2 µL de cada nucleótido de doble cadena (5 pmoles), 5 µL del buffer 10X para la 

T4 polinucléotido quinasa (100 mM de MgCl2, 50 nM de DTT, 700 mM de Tris-HCl 

[pH:7,6]) junto con 2,5 µCi de [γ-‐32P]-adenosina trifosfato (ATP) (PerkinElmer), 2 µL de T4 

polinucléotido quinasa y 35,5 µL de agua MilliQ. Esta mezcla se incubó a 37ºC durante 45 

minutos y posteriormente a 65ºC durante 10 minutos. Para terminar se le añadió 50 µL de 

agua MilliQ. Finalmente las sondas se purificaron usando cromatografía de exclusión con 

Sephadex G-25 en jeringas de 1 mL con tampón TE mediante centrifugación, y posterior-
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mente se filtraron usando filtros de 0,45 µm. El marcaje de cada sonda se midió analizando 

las desintegraciones o cuentas por minuto (cpm) presentes en 2 µL de usando un contador de 

radiactividad (QC-2000, Bioscan). 

Unión ADN-proteína: Las reacciones de unión se realizaron en 25 µL con 1 µg de BSA, 0,5 

µg de poli-dI-dC (Sigma), 10 mM de Tris-HCl [pH:7,5], 50 mM de NaCl, 1 mM de DTT, 1 

mM de EDTA y 2% de glicerol, en presencia de determinadas cantidades de extractos celu-

lares o tampón C con 25% de glicerol. Antes de analizar la unión de cada FT a cada sonda, 

se hicieron experimentos de prueba con distintas cantidades del extracto nuclear para esta-

blecer las condiciones experimentales  adecuadas. A continuación se añaden 30.000 cpm de 

la sonda correspondiente y el exceso de oligonucleótidos sin marcar en el caso que se hagan 

competiciones. La mezcla se incuba durante 30 minutos en hielo. En caso de añadirse Ab, 1 

µg del Ab específico o control se añade a la mezcla y se incuba durante 20-30 minutos más. 

Se usó 1 µg de Ab para MYC (clone 9E10 de Abcam o Santa Cruz Biotechnology), STAT5 

(sc-835, Santa Cruz Biotechnology) y Ab control (Sigma). 

Electroforesis del gel: Se utilizaron geles de acrilamida al 4% (19:1 acrilami-

da/bisacrilamida) en tampón Tris-Borato-EDTA (TBE) 0,5X:  44,5 mM de Tris, 44,5 mM de 

ácido bórico y 1 mM de EDTA. Antes de cargar las muestras, los geles se pre-corrieron a 

200 V durante un 45-90 minutos en un cuarto frío para eliminar las trazas de persulfato de 

amonio usado para polimerizar los geles de poliacrilamida, distribuir los iones del buffer de 

electroforesis y asegurar una temperatura constante del gel. Después, se añade azul de bro-

mofenol a las reacciones y se corren las muestras a un voltaje continuo de 200 V a 4ºC du-

rante aproximadamente 90 minutos. Al finalizar la electroforesis, se procedió a la extracción 

cuidadosa de los geles de los cristales, se pusieron sobre papel Whatman, se fijaron en una 

mezcla de 30% metanol y 10% ácido acético durante 15 minutos y se secaron en un secador 

de geles con vacío (Bio-Rad) durante 1 hora. Una vez secos totalmente, se metieron dentro 

de un cassette junto a una película radiográfica (Sigma Life Plus) a -800C durante uno o va-

rios días. Se hicieron exposiciones a diversos tiempos en función de la intensidad. Las pelí-

culas fueron reveladas en un revelador AGFA CURIX 60.  

12. Análisis y separación de poblaciones celulares mediante citometría de flujo 

Para el análisis de las distintas poblaciones de timocitos de ratones Rag2-/- x Eα-/-  

inyectados con Ab para CD3ε, los timocitos fueron marcados simultáneamente con los Ab 
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CD4-FITC, CD8-PE y CD25-APC (BD Biosciences Pharmingen) a una dilución 1:100 en 

un tampón HBSS con 2% de FBS inactivado en hielo y oscuridad durante 20-30 minutos. La 

medición se realizó utilizando el software FlowJo en el citómetro de flujo FACSCalibur 

(Becton Dickinson Excalibur Analyzer). La tinción de las poblaciones aisladas mediante el 

Sorter (Becton Dickinson Aria III) fueron preparadas de la misma forma usando los Ab 

CD4-FITC y CD8-PE 

13. Análisis estadístico 

Los datos se expresan como media  ± el error de la medida estándar (Standard Error of 

Measurement, SEM) de los resultados obtenidos por duplicado de al menos tres experimen-

tos independientes (n). A los resultados se les aplicó el test no paramétrico de t de Student 

con corrección de Welch. Estos análisis se realizaron con el programa Prism de GraphPad. 

Los p valores se representan mediante *: p<0,05 (*), p<0,005 (**) y p<0,0005 (***) 

14. Tabla1. Secuencias de oligonucléotidos utilizados 

Transcritos de ratón:  

Cα  5´-‐	  CCTGGAGCAACCAGACAA	  
5´-‐	  GGCTACTTTCAGCAGGAGGA	  

Cδ 	   5´-‐	  TACGACTGCTGTTTGCCAAGA	  
5´-‐	  TGAAGGGTCAGTCTGAAGCA	  

Cγ4  5’-‐	  CCCAGGAAGGAAACACCATA	  
5’-‐	  TCATGCCGCAAAACACTATC	  

Runx1 5´-‐	  CTCGGCAGAACTGAGAAATG	  
5´-‐	  GGTGATGGTCAGAGTGA	  

Runx3 5´-‐	  GGTTCAACGACCTTCGATTC	  
5´-‐	  GGTCCATCCACAGTGACCTT	  

Myb 5’-‐	  GAGCAGAAGAAGTTTCCCGATTT	  
5’-‐	  AGCGGGAATCGGATGAATCT	  

Ubb 5´-‐	  GCCCAGTGTTACCACCAAGA	  
5´-‐	  CCCATCACACCCAAGAACA	  

Notch1 5´-‐	  AGATCGACAACCGGCAATGT	  
5´-‐	  CCCACAGCCCACAAAGAAC	  

Hes1 5’-‐	  TACCCCAGCCAGTGTCAACA	  
5’-‐	  TTCTTGCCCTTCGCCTCTT	  

Il7r 5´-‐	  AGTCCGATCCATTCCCCATAA	  
5´-‐	  ATTCTTGGGTTCTGGAGTTTCG	  	  

Actb 5’-‐	  ACACCCGCCACCAGTTC	  
5’-‐	  TACAGCCCGGGGAGCAT	  
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Transcritos humanos: 

Cδ  5´-‐	  ACTGTGCACTCCACTGACTT	  
5´-‐	  CACCTTCTCGGTATGAACTA	  

ICN1 5’-‐	  GCCGTCATCTCCGACTTCAT	  
5’-‐	  CGGCATCAGAGCGTGAGTAG	  

HES1 5’-‐	  ATAGCTCGCGGCATTCCAAG	  
5’-‐	  TGTGCTCAGCGCAGCCGTCA	  

RUNX1 5’-‐	  CTGCCCATCGCTTTCAAGGT	  
5’-‐	  GCCGAGTAGTTTTCATCATTGCC	  

RUNX3 5’-‐	  AGCACCACAAGCCACTTCAG	  
5’-‐	  GGGAAGGAGCGGTCAAACTG	  

MYB 5’-‐	  GAAAGCGTCACTTGGGGAAAA	  
5’-‐	  TGTTCGATTCGGGAGATAATTGG	  

IL7R 5’-‐	  GGAGAAAGTGGCTATGCTCAAAA	  
5’-‐	  TCCATTCACTTCCAACTGGCTAT	  

ACTB 5’-‐	  CGCGAGAAGATGACCCAGA	  
5’-‐	  TCACGATGCCAGTGGTACG	  

	  

qChIP 

Eδ  5’-‐	  CTTCTCGAAGGAGAGGCAAG	  
5’-‐	  ATCTGCTCTCAACCCTCCTG	  

Eγ4  5’-‐	  GACATCTCAGCAGCCTCCTT	  
5’-‐	  TGAGCATTTTCCAAGAAGCA	  

Oct2 5’-‐	  CGGGTGTGAGAGGTGTGG	  
5’-‐	  CGAGTCTGAAGCAAGCCAGT	  

Eα-CTCF 5’-‐	  AGGAAGTCGCAGAACCTGAA	  
5’-‐	  CGTAGGATGCAGGGATTTTC	  

 

EMSAs 

hEδ  δE3 5’-‐	  GATCAGCAATGCATGTGGTTTCCAACCGTTAATGCTAGA	  
5’-‐	  GATCTCTAGCATTAACGGTTGGAAACCACATGCATTGCT	  

hEδ  5´-δE1 RBPJκ  5’-‐	  CAACTAAATCAGACCAGGAT	  
5’-‐	  ATCCTGGTCTGATTTAGTTG	  

hEδ  5´-δE3 RBPJκ  5’-‐	  GGGAGGTGAGTGAGCAATGC	  
5’-‐	  GCATTGCTCACTCACCTCCC	  

hEδ  δE5/6 RBPJκ  5’-‐	  GGAAGTTTTCTCAAGCAGGT	  
5’-‐	  ACCTGCTTGAGAAAACTTCC	  

hEδ  δE5/6 RBPJκ  - MUT 5’-‐	  GGAAGTTTTATTAAGCAGGT	  
5’-‐	  ACCTGCTTAATAAAACTTCC	  

mEγ4 NFγ1/2  RBPJκ  5’-‐	  CTTTATTTTCTCAGGCATCTT	  
5’-‐	  AAGATGCCTGAGAAAATAAAG	  

mEγ4 NFγ4  RBPJκ  5’-‐	  GCAGAGTCACACTGCGGACAG	  
5’-‐	  CTGTAAGCAGTGTGACTCTGC	  

HES1-WT 5’-‐	  GGTTACTGTGGGAAAGAAA	  
5’-‐	  TTTCTTTCCCACAGTAACC	  
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HES1-MUT 5’-‐	  GGTTACTGACGCTAAGAAA	  
5’-‐	  TTTCTTAGCGTCAGTAACC	  

hEδ  Eδ6/7  STAT5 5’-‐	  AAAGCAGGTTCCAAGAAAGCCCTTT	  
5’-‐	  AAAGGGCTTTCTTGGAACCTGCTTT	  

hEd 3´Eδ  STAT5 5’-‐	  TGGGGGGTTTCTCTGAATAGTTGAT	  
 5’-‐	  ATCAACTATTCAGAGAAACCCCCCA	  
STAT5 site 5’-‐	  TAAAAGATTTCTAGGAATTCAATCC	  
 5’-‐	  GGATTGAATTCCTAGAAATCTTTTA	  
STAT5 site – MUT 5’-‐	  TAAAAGATTTAGTTTAATTCAATCC	  
 5’-‐	  GGATTGAATTAAACTAAATCTTTTA	  
 

Clonaje de Eδ370 en sitios EcoRI de TEAp-LUC. 

Eδ370 5’-‐	  CTGATGTGAATTCCCCCAGCCCAAAGT	  
5’-‐	  GACAGTCGAATTCCAATTGAAAGGATTAGACATT	  
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1. La transcripción de los genes Tcrd y Tcrg depende del reclutamiento de RUNX1 Y 

MYB a Eδ y Eγ durante el desarrollo de los timocitos 

La transcripción germinal y los reordenamientos de los genes Tcra, Tcrd y Tcrg son 

dependientes de sus respectivos enhancers y están muy regulados durante la selección-β58. 

En los genes Tcrd y Tcrg, estos eventos ocurren en timocitos DN2 y DN3a, mientras que en 

el gen Tcra ocurren en timocitos DP. Nosotros hemos confirmado esta regulación mediante 

RT-qPCR, cuantificando los transcritos germinales Cα, Cδ y Cγ4 (como representante de los 

distintos Cγ del locus Tcrg de ratón), en presencia y ausencia de Eα, en timocitos DN3a de 

ratones Rag2-/- y  en timocitos DP de ratones Rag2-/- x βtg428,429 (Figura 16A). La utilización 

de timocitos de ratones de fondo Rag2-/-  permite  analizar todos los transcritos germinales de 

los genes del TCR ya que, al carecer de  RAG2, no ocurre la recombinación V(D)J428. Ade-

más, como se mencionó en la Introducción, los ratones Rag2-/- tienen un bloqueo en el esta-

dio DN3a debido a su incapacidad para reordenar los genes del TCR, mientras que en los 

ratones Rag2-/- x βtg, al expresar una cadena TCRβ transgénica, sus timocitos pueden dife-

renciar hasta el estadio DP429,428. Así, los ratones Rag2-/- constituyen una fuente práctica-

mente pura de timocitos DN3a, mientras que los ratones Rag2-/- x βtg constituyen una fuente 

prácticamente pura de timocitos DP, con los genes del TCR en configuración no reordenada.  

Nuestros análisis transcripcionales realizados mediante RT-qPCR (Figura 16A) con-

firmaron los datos obtenidos previamente por Northern-blots372,373. Nuestros experimentos 

indicaron que los transcritos Cα no están presentes en timocitos Rag2-/-, pero son muy abun-

dantes en timocitos Rag2-/- x βtg. Además, de acuerdo con el papel esencial de Eα  para la 

transcripción germinal del gen Tcra373, se comprobó que los transcritos Cα dependen total-

mente de la función de Eα, ya que no se observan en timocitos DP de ratones Rag2-/- x βtg x 

Eα-/-. A diferencia de los transcritos Cα, los transcritos Cδ son muy abundantes en timocitos 

DN3a de ratones Rag2-/- y Rag2-/- x Eα-/-. La transcripción de Cδ en los timocitos Rag2-/- y 

Rag2-/- x Eα-/- depende de la función de Eδ, el cual está activo en timocitos DN3a, y no se ve 

afectada por la ausencia de Eα, el cual está inactivo en timocitos DN3a. También se observó 

que los transcritos Cδ son abundantes en timocitos DP de ratones Rag2-/- x βtg y están au-

sentes en timocitos DP de ratones Rag2-/- x βtg x Eα-/-. Estos datos demuestran que los 

transcritos de Cδ observados en timocitos DP de los ratones Rag2-/- x βtg son dependientes 

de la activación de Eα en estos timocitos. La activación de Eα en timocitos DP afecta a la 
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transcripción del gen Tcrd, ya que este gen se encuentra en cis respecto a Eα en la configu-

ración no reordenada del locus Tcra/Tcrd presente en los ratones Rag2-/-. Por tanto, los 

transcritos Cδ presentes en los timocitos DN3a en ratones Rag2-/- son consecuencia de la 

actividad de Eδ, mientras que los transcritos Cδ presentes en timocitos DP en ratones Rag2-/- 

x βtg son consecuencia de la activación de Eα, actuando en cis. La ausencia de transcritos 

Cδ en timocitos DP de ratones Rag2-/- x βtg x Eα-/- demuestra que la transcripción del gen 

Tcrd dependiente de Eδ se inhibe en la transición de los timocitos de DN3a a DP, tal y como 

sucede en la situación natural tras el reordenamiento del gen Tcra que da lugar al aislamien-

to del gen Tcrd de la influencia de Eα.  

En cuanto a la regulación de los transcritos germinales del gen Tcrg, de acuerdo con 

su regulación transcripcional durante la selección-β390,391, nuestros datos indican que la 

transcripción de Cγ es alta en timocitos DN3a de ratones Rag2-/- y está fuertemente inhibida 

en timocitos DP de ratones Rag2-/- x βtg, siendo independiente de la actividad de Eα.  

Estos resultados confirman que la transcripción de los genes Tcrd y Tcrg es muy 

abundante en timocitos DN3a y está fuertemente inhibida en timocitos DP, mientras que la 

transcripción del gen Tcra, la cual es dependiente de Eα, se induce en la transición de los 

timocitos de DN3a a DP. 

La inactivación de la transcripción de los genes Tcrd y Tcrg durante la selección-β 

coincide y se correlaciona con la pérdida de la unión de los FT de la familia RUNX a un 

sitio de unión esencial presente en los elementos δE3 y NFγ3, de los enhancers Eδ y Eγ res-

pectivamente372,391. De los tres miembros de la familia RUNX presentes en timocitos, la 

transcripción de Runx1 es mucho más alta que la de Runx2 y Runx3 en timocitos DN2/DN3a 

(Figura 17), y su nivel transcripcional se corresponde con los de los genes Tcrd y Tcrg du-

rante la selección-β60,519. De acuerdo con estos datos, nuestros análisis por RT-qPCR indican 

que los transcritos de Runx1 son mucho más abundantes que los de Runx3 en timocitos 

DN3a de ratones Rag2-/-, siendo ambos inhibidos en timocitos DP de ratones Rag2-/- x βtg  

(Figura 16B). Para evaluar si RUNX1 es el miembro de la familia RUNX que se une a los 

enhancers de los genes Tcrd y Tcrg, y si esta unión se correlaciona con la regulación de la 

transcripción de estos genes durante la selección-β, hicimos experimentos de qChIP para 

comparar el reclutamiento de RUNX1 a Eδ y Eγ4 (como representante de los Eγ del locus 

Tcrg de ratón) en timocitos DN3a y DP procedentes de ratones Rag2-/- y Rag2-/- x βtg, res-

pectivamente (Figura 16C). De acuerdo con el descenso de la transcripción de Runx1 en 
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timocitos DP en comparación con timocitos DN3a (Figura 16B), observamos que la unión 

de RUNX1 a Eδ y Eγ en timocitos DN3a de ratones Rag2-/-  se inhibe claramente en timoci-

tos DP de Rag2-/- x βtg, indicando que el reclutamiento de RUNX1 en timocitos DN3a es 

mucho más eficiente que en timocitos DP. También analizamos la unión de RUNX1 a Eα 

como control positivo332  y a una región exónica de Oct2, gen que no se expresa en timocitos 

como control negativo (Figura 16C). De acuerdo con los resultados obtenidos previamente 

en timocitos por ChIP-seq332, observamos una reducción de la unión de RUNX1 a Eα en 

timocitos DP de ratones Rag2-/- x βtg comparada con su unión en timocitos DN3a de ratones 

Rag2-/-. Como era previsible, no observamos una unión significativa de este FT a la secuen-

cia control Oct2. Estos resultados demuestran que RUNX1 se une específicamente a Eδ y Eγ 

en timocitos DN3a, y que este FT se disocia de la cromatina de estos enhancers en timocitos 

DP, estableciéndose una correlación directa entre la unión de RUNX1 a Eδ y Eγ y la trans-

cripción de los genes Tcrd y Tcrg durante el desarrollo de los timocitos DN3a a DP. 

La función de Eδ y Eγ también depende de la ocupación de un sitio MYB, adyacente 

al sitio de unión RUNX1,  presente en  los elementos δE3 y NFγ3 de los enhancers Eδ y Eγ, 

respectivamente189,403,411. Estudios previos mostraron que MYB se une a Eγ en células 

SCID.adh y que un oligonucléotido antisentido de MYB es capaz de inhibir la actividad de 

Eδ en células Jurkat transfectadas con construcciones reporteras dependientes de Eδ189,342. El 

análisis de los niveles de transcripción de Myb, analizados tanto por microarrays como por 

RNA-seq, en timocitos DN3a y DP de ratones WT (Figura 17), como por RT-qPCR en ti-

mocitos de ratones Rag2-/- y Rag2-/- x βtg no muestran diferencias transcripcionales signifi-

cativas (Figura 16B). Sin embargo, nuestros experimentos de qChIP revelaron que hay una 

fuerte unión de MYB a Eδ y Eγ en timocitos DN3a de ratones Rag2-/-, la cual se inhibe cla-

ramente en timocitos DP de ratones Rag2-/- x βtg, no observándose unión de MYB a las se-

cuencias control Eα y Oct2 (Figura 16C). Por tanto, nuestros datos indican que la unión de 

MYB y RUNX1 a Eδ y Eγ se correlaciona directamente con los niveles de los transcritos 

Tcrg y Tcrd presentes en timocitos DN3a y DP, apoyando que el eficiente reclutamiento de 

esos FT durante el desarrollo de los timocitos está directamente implicado en la regulación 

de la transcripción de estos genes durante la selección-β. 
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 Figura 16. La transcripción de Tcrd y Tcrg está asociada con el reclutamiento de RUNX1 y MYB a Eδ y 
Eγ durante la selección-β. (A) Análisis transcripcional por RT-qPCR de Cα, Cδ y Cγ en timocitos de ratones 
Rag2-/-, Rag2-/- x βtg, Rag2-/- x Eα-/- y Rag2-/- x βtg x Eα-/- (n=6-7). (B) Análisis transcripcional por RT-qPCR 
de Runx1, Runx3 y Myb en timocitos de ratones Rag2-/- y Rag2-/- x βtg (n=5-11). (C) Análisis por qChIP de la 
unión de RUNX1 y MYB a Eδ, Eγ, Eα y Oct2 en timocitos de ratones Rag2-/- y Rag2-/- x βtg (n=5-9). (D) 
Análisis transcripcional por RT-qPCR de Cγ, Cδ, Runx1 y Myb en timocitos de ratones Rag2-/- x Eα-/- después 
de ser inyectados con un Ab monoclonal para CD3ε y sacrificados a los tiempos indicados (n=3). (E) Análisis 
por ChIP de la unión de RUNX1 y MYB a Eδ, Eγ, Eα y Oct2 en timocitos de ratones Rag2-/- x Eα-/-  sacrifica-
dos 10 días después de ser inyectados con un Ab monoclonal para CD3ε (n=3). Los datos son representados 
como la media ± SEM de resultados obtenidos por duplicado de n experimentos independientes. Se muestra la 
significancia entre los valores obtenidos según se indica o relativa al control de timocitos Rag2-/- x Eα-/- sacrifi-
cados a tiempo 0 de inyección que corresponde con ratones control no inyectados (D). 
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Figura 17. Niveles de transcripción génica durante el desarrollo de timocitos en ratón mostrados en la 
base de datos ImmGen. Análisis transcripcionales de Runx1, Runx2, Runx3, Myb, Notch1 y Hes1 obtenidos a 
partir de arrays de expresión de genes y RNA-seq realizados con poblaciones purificadas de ratón por citome-
tría de flujo (www.immgen.org). 

2. La señalización mediada por el pre-TCR controla el grado de reclutamiento de 

RUNX1 y MYB a Eδ y Eγ en timocitos DN3a y DP 

La señalización del pre-TCR desencadena el silenciamiento de la transcripción del 

gen Tcrg390. Para evaluar si la señalización del pre-TCR desencadena, de forma similar, un 

silenciamiento en la transcripción del gen Tcrd, cuantificamos los transcritos Cδ y Cγ en 

timocitos DN3a y DP de ratones Rag2-/- x Eα-/- (Figura 16D). El uso de ratones Rag2-/- x Eα-

/- nos permite analizar con fiabilidad la transcripción del gen Tcrd en ausencia de la activa-

ción de Eα (Figura 16A). Para asegurarnos que el efecto observado era consecuencia directa 

de la señalización mediada por el pre-TCR, estos ratones fueron inyectados con un Ab mo-

noclonal para CD3ε, ya que este tratamiento promueve la eficiente diferenciación de los 

timocitos DN3a a DP en ratones Rag2-/- a través de la señalización mediada por CD3, de 

forma equivalente a la mediada por el pre-TCR en ratones Rag2-/- x βtg 431. La diferencia-

ción progresiva de los timocitos DN3a a DP fue monitorizada mediante su tinción con Ab 

acoplados a distintos fluorocromos y subsecuente análisis por citometría de flujo (Figura 

18). Nuestros análisis por RT-qPCR de los transcritos Cδ y Cγ mostraron una bajada drásti-

ca después de 24 horas desde la inyección del Ab, quedando los genes Tcrd y Tcrg silencia-

dos de forma estable durante el resto de los tiempos analizados: 48, 72, 144 y 240 horas des-

pués de la inyección. Estos datos indican que la señalización mediada por el pre-TCR induce 

el silenciamiento estable de la transcripción de los genes Tcrg y Tcrd, con una cinética simi-

lar entre ambos. 

De forma interesante, la inhibición de la transcripción de los transcritos Cδ y Cγ 

coincidió con la inhibición de los transcritos Runx1 y Myb (Figura 16D). Por tanto, nuestros 

datos indican que el silenciamiento transcripcional de los genes Tcrd y Tcrg y la inhibición 

de la transcripción de los genes Runx1 y Myb tienen lugar en un periodo de tiempo muy cer-

cano durante la maduración de los timocitos de DN3a a DP, como consecuencia de la señali-

zación del pre-TCR. El brusco descenso en la transcripción de Myb observado tras la inyec-

ción del Ab para CD3ε en los ratones Rag2-/- no se esperaba ya que no se detecta ese descen-

so durante la diferenciación de los timocitos DN3a a DP en ratones Rag2-/- y Rag2-/- x  βtg, o 
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en ratones WT (Figuras 16B y 17). Esta diferencia sea consecuencia de diferencias entre  las 

señalizaciones mediadas por el pre-TCR y por CD3 (ver Discusión).  

                 

Figura 18. La inyección de un Ab para CD3ε en ratones Rag2-/- induce la diferenciación los timocitos 
DN3a a DP. Análisis por citometría de flujo de la diferenciación in vivo de timocitos DN3a de ratones Rag2-/- 
x Eα-/- inducida mediante inyección de un Ab monoclonal para CD3ε. Se muestran la expresión de CD8 y CD4 
(paneles de la izquierda) y CD25 (panel de la derecha) de los timocitos de ratones sacrificados a los tiempos 
indicados después de la inyección del Ab. 
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Para analizar si la inhibición de la transcripción de los genes Runx1 y Myb mediada 

por la señalización del pre-TCR se ve reflejada en el reclutamiento de la unión de RUNX1 y 

MYB en timocitos DN3a y DP, analizamos la unión de estos TF por qChIP a Eδ y Eγ en 

timocitos DN3a de ratones Rag2-/- x Eα-/- y timocitos DP de ratones Rag2-/- x Eα-/- obtenidos 

tras 240 horas desde la inyección con el Ab monoclonal para CD3ε (Figura 16E). Nuestros 

datos indicaron que la unión de RUNX1 y MYB observada en timocitos DN3a se inhibe en 

timocitos DP, no observándose unión de estos TF a Eα por estar este enhancer ausente en 

estos ratones, ni tampoco al control negativo Oct2 como era esperado (Figura 16E). Estos 

resultados indican que la unión de RUNX1 y MYB a Eδ y Eγ observado en timocitos DN3a 

está fuertemente inhibida en timocitos DP, por lo  que el reclutamiento de RUNX1 y MYB a 

Eδ y Eγ se correlaciona con la transcripción de los genes Tcrd y Tcrg.  

Para investigar el mecanismo molecular que controla la actividad de Eδ y Eγ media-

da por la señalización del pre-TCR durante la selección-β a través de la regulación del reclu-

tamiento de RUNX1 y MYB a estos enhancers, usamos la línea celular SCID.adh512. Estas 

células tienen un fenotipo equivalente a timocitos DN3a y pueden diferenciar a un fenotipo 

equivalente a timocitos DN4 mediante el tratamiento de P+I314,520, por lo que constituyen un 

modelo celular excelente para estudiar la señalización mediada por el pre-TCR y la selec-

ción-β512. El tratamiento con P+I simula la señalización por el pre-TCR durante la diferen-

ciación del fenotipo DN3a a DN4 en esta línea celular, induciendo la activación de Eα y la 

transcripción del gen Tcra314, siendo este modo de activación comparable a una activación 

mediada por pre-TCR o CD3ε en estas células para el estudio la regulación transcripcional 

de este gen512,313. De acuerdo con análisis previos314, nuestros experimentos por RT-qPCR 

mostraron que los transcritos Cα están ausentes en células no estimuladas (NS) y fuertemen-

te inducidos en células tratadas con P+I después de 24 o 48 horas de tratamiento. Sin embar-

go, observamos que los transcritos de Cδ son abundantes tanto en células NS como estimu-

ladas, sin diferencias significativas entre células estimuladas durante 24 o 48 horas (Figura 

19A). Estos resultados en células SCID.adh son similares a los obtenidos en los timocitos 

Rag2-/- y Rag2-/- x  βtg (Figura 16A), indicando que este modelo celular en presencia y au-

sencia de PMA+I es válido para el estudio del mecanismo molecular del silenciamiento del 

gen Tcrd a través de la señalización mediada por el pre-TCR.  

En el caso del gen Tcrg, además de su regulación por la señalización mediada por el 

pre-TCR, su transcripción depende de forma crítica de la señalización mediada por IL-
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7R390,296,129,386,388. Para comprobar la idoneidad de la línea celular SCID.adh en la regulación 

de la transcripción del gen Tcrg, analizamos la dependencia de la transcripción de este gen 

de la señalización mediada por IL-7R en estas células (Figuras 19B y 19C). Nuestros expe-

rimentos del análisis de la regulación de la transcripción del gen Tcrg mediante RT-qPCR en 

células SCID.adh en presencia o ausencia de IL-7 mostraron que los transcritos Cγ se indu-

cen fuertemente después incubar a las células en presencia de IL-7, sin diferencias notables 

entre un tratamiento de 24 o 48 horas (Figura 19B). De acuerdo con el papel inhibidor de la 

señalización mediada por el pre-TCR en la transcripción del gen Tcrg390, el tratamiento de 

las células SCID.adh con  P+I inhibió la transcripción de Cγ activada por IL-7 (Figura 19C). 

Estos resultados indican que las células SCID.adh constituyen un modelo celular idóneo 

para estudiar el mecanismo molecular del papel de las señalizaciones mediadas por el pre-

TCR e IL-7R en la regulación transcripcional de los genes Tcra, Tcrd y Tcrg en el desarrollo 

de los timocitos DN3a a DN4 durante el proceso de la selección-β.  

De acuerdo con los datos obtenidos en timocitos de ratón inyectados con el Ab para 

CD3ε (Figura 16D), la transcripción de Runx1 y Myb también se inhibe en células SCID.adh 

estimuladas con P+I respecto a las células NS, tanto tras 24 horas como 48 horas de estimu-

lación (Figura 19D), siendo los transcritos de Runx1 y Myb mucho más abundantes que los 

de Runx3 en las células no estimuladas como ocurre en timocitos primarios (Figuras 17 y 

19E). Por tanto la estimulación de las células SCID.adh con PMA+I también reproduce la 

regulación de la transcripción de los genes Runx1 y Myb por la señalización mediada por 

CD3 durante el desarrollo de los timocitos.  

En relación con la regulación de la transcripción de Runx1 y Myb durante la estimu-

lación de las células SCID.adh con PMA+I, el análisis de la unión de RUNX1 y MYB a Eδ 

y Eγ por qChIP observamos que ésta también se inhibe tras la estimulación de las células 

con PMA+I, mientras que no se detectó una unión relevante de estos FT a la secuencia de 

Oct2 (Figura 19F). Estos resultados confirman en células SCID.adh  los resultados obtenidos 

en timocitos de ratón, indicando que la señalización mediada por el pre-TCR provoca la pér-

dida de la unión de RUNX1 y MYB a Eδ y Eγ, lo cual se correlaciona perfectamente con el 

silenciamiento de los genes Tcrd y Tcrg observado durante la selección-β y la señalización 

por el pre-TCR. 
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Figura 19. El reclutamiento de RUNX1 y MYB a Eδ y Eγ se inhibe tras la estimulación de células 
SCID.adh. (A) Análisis transcripcional por RT-qPCR de Cα y Cδ en células no estimuladas (NS) y células 
estimuladas con P+I después durante 24 y 48 horas (n=7). (B) Análisis transcripcional por RT-qPCR de Cγ en 
células SCID.adh cultivadas en ausencia (-) o presencia de IL-7 durante  24 y 48 horas (n=10). (C) Análisis 
transcripcional por RT-qPCR de Cγ en células SCID.adh no estimuladas (NS) y estimuladas con P+I en ausen-
cia (-) o presencia de IL-7 durante 48 horas (n=4). (D) Análisis transcripcional por RT-qPCR de  Runx1 y Myb 
en células SCID.adh no estimuladas (NS) o estimuladas con P+I después de 24 y 48 horas (n=5). (E) Análisis 
transcripcional por RT-qPCR de Runx1, Runx3 y Myb en células SCID.adh no estimuladas (n=5). (F) Análisis 
por qChIP de la unión de RUNX1 y MYB a Eδ, Eγ y Oct2 en células SCID.adh no estimuladas (NS) y estimu-
ladas con P+I (n=12). Los datos se representan como la media ± SEM de resultados obtenidos por duplicado de 
n experimentos independientes. La significancia entre los valores obtenidos está indicada. 

 

3. La regulación mutua entre la expresión de RUNX1 y MYB controla la transcripción 

de los genes Tcrd y Tcrg 

Los datos previos sugerían un papel esencial para los FT de las familias RUNX y 

MYB en la regulación de la transcripción de los genes Tcrd y Tcrg189,342,403,411,404,191. Estos 

estudios funcionales estaban basados en las consecuencias de la destrucción de los sitios de 
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unión para estas familias de FT, pero no demostraban la identidad de los FT implicados. 

Para probar de forma inequívoca la implicación de RUNX1 y MYB en la regulación de la 

transcripción de los genes Tcrd y Tcrg, inhibimos la transcripción de estos dos FT de forma 

independiente, mediante transducción de las células SCID.adh con vectores lentivirales que 

portan secuencias de pequeños ARN inhibidores de doble-cadena en forma de horquilla 

(small hairpin RNA, shRNA) específicos para Runx1, shRunx1-RNA, o Myb, shMyb-RNA. 

Para minimizar los posibles efectos inespecíficos, utilizamos dos shRNA distintos para inhi-

bir cada gen de forma independiente. El análisis transcripcional de Runx1 y Myb por RT-

qPCR reveló una inhibición mutua significativa de la transcripción de ambos, mientras que 

el gen control Ubb no estaba afectado (Figuras 20A y 20B). La mutua regulación transcrip-

cional observada entre los genes Runx1 y Myb está relacionada con la participación de estos 

dos  FT en el CRC que controla la identidad de estas células, tal y como ocurre en el caso de  

las células T-ALL485,521,477,484. La participación de RUNX1 y MYB en el CRC de las células 

SCID.adh  explica que no se pueda conseguir su total inhibición, ya que la expresión de es-

tos FT es necesaria para la viabilidad celular (ver Discusión). De forma muy interesante, 

observamos que la inhibición de la transcripción de cualquiera de los dos FT disminuyó sig-

nificativamente la transcripción de Cδ y Cγ, confirmándose estos resultados usando dos 

shRunx1-RNAs y dos shMyb-RNAs distintos (Figuras 20A y 20B). Estos datos demuestran 

que RUNX1 y MYB son los miembros de las familias RUNX y MYB con un papel esencial 

en la activación de la transcripción de los genes Tcrd y Tcrg en timocitos DN3a. 

             

Figura 20. La regulación mutua entre RUNX1 y MYB controla la transcripción de los genes Tcrd y Tcrg. 
Análisis transcripcional por RT-qPCR de Runx1, Myb, Cδ, Cγ y Ubb después de inhibir la expresión de Runx1 
o Myb en células SCID.adh transducidas con lentivirus que vectorizan shRunx1 (A) o shMyb (B) (n=5-8). Los 
datos son representados como la media ± SEM de resultados obtenidos por duplicado de n experimentos inde-
pendientes. La significancia de los valores obtenidos son relativos a los obtenidos en las células transducidas 
con lentivirus control, pLKO.1. 
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4. La señalización mediada por la ruta de Notch induce la transcripción del gen Runx1 

en paralelo con la transcripción de los genes Tcrd y Tcrg durante la diferenciación de 

los timocitos 

La señalización de Notch está regulada durante el desarrollo de los timocitos, siendo 

fuerte en los timocitos DN1-DN3a, bajando fuertemente después de la señalización mediada 

por el pre-TCR522. Como se ha indicado en la Introducción, esta ruta de señalización se acti-

va cuando NOTCH1, presente en los timocitos, interactúa con su ligando en las TEC para 

provocar la escisión del dominio intracelular del receptor, dando lugar a que ICN1 se traslo-

que al núcleo para activar la transcripción de los genes diana de esta ruta a través del FT 

RBPJκ, previamente unido al ADN. De acuerdo con la inhibición de la transcripción del gen 

Notch1 y también de su gen diana canónico Hes1 durante la transición de los timocitos de 

DN3a a DP en ratones WT (Figura 17), nuestros análisis por RT-qPCR indicaron una fuerte 

inhibición de la transcripción de los genes Notch1 y Hes1 en timocitos DP de ratones Rag2-/- 

x βtg y ratones Rag2-/- inyectados con el Ab para CD3ε, comparados con los timocitos DN3a 

de ratones Rag2-/- (Figuras 21A y 21B). La cinética de inhibición en los ratones Rag2-/- in-

yectados reveló una regulación temporal de los genes Notch1 y Hes1 prácticamente idéntica 

a la observada en la regulación de los genes Runx1, Myb, Tcrd y Tcrg, con una inhibición 

máxima tras 24 horas desde la inyección, que se mantiene estable durante los 10 días que 

duró el experimento (Figuras 16D y 21B). Para evaluar de forma directa el posible efecto de 

la señalización de Notch sobre la transcripción de los genes Tcrd y Tcrg en timocitos, se 

infectaron timocitos DN3a de ratones embrionarios E14.5 Rag2-/-x βtg x Eα-/- con retrovirus 

MigR que expresan GFP (GFP) o ICN1 y GFP juntos (ICN1) y se incubaron sobre monoca-

pas de células estromales OP9 (Figura 22A). Como era de esperar523,524,115,  los timocitos 

GFP permanecieron en el estadio DN3a, mientras que los timocitos ICN1 diferenciaron ha-

cia el estadio DP (Figura 22A). La razón para utilizar timocitos Rag2-/-x βtg x Eα-/- fue para 

evitar la interferencia derivada de la activación de Eα sobre la transcripción del gen Tcrd 

(Figura 16A). Analizamos transcripcionalmente por RT-qPCR los timocitos DN GFP e 

ICN1 purificados por citometría de flujo (Figura 21C). De acuerdo con la auto-regulación 

transcripcional positiva dependiente de NOTCH1 previamente descrita201, nuestros análisis 

revelaron que la transcripción de Notch1 es más alta en timocitos DN transducidos con re-

trovirus ICN1 que en aquellos transducidos con retrovirus GFP. De forma interesante, tam-

bién observamos un incremento significativo de la transcripción de Runx1 junto con una 

fuerte inducción de la transcripción de Cδ y Cγ en timocitos DN transducidos con retrovirus 
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ICN1 respecto a los transducidos con retrovirus GFP, indicando que estos genes responden 

positivamente a la señalización de NOTCH1. En cuanto a la transcripción de Myb, no se 

detectó un efecto significativo derivado de la transducción de retrovirus ICN1 en los timoci-

tos DN. Estos datos indican que la señalización de Notch activa la transcripción de Notch1, 

Runx1, Tcrd y Tcrg, pero no de Myb en timocitos DN primarios de ratón. 

La exposición de progenitores de células T a células OP9 que expresan el ligando de 

Notch DL1 induce el desarrollo del linaje T523. Para confirmar nuestras observaciones en un 

nivel fisiológico de señalización de Notch, analizamos el efecto de la activación endógena 

de esta ruta a través del ligando DL1. Para ello co-cultivamos timocitos DN3a de ratones 

E14.5 Rag2-/-x βtg x Eα-/- sobre monocapas de células OP9 o OP9-DL1 (Figura 22B). Como 

era de esperar523, los timocitos DN cultivados sobre monocapas de células OP9 permanecen 

en el estadio DN, mientras que los cultivados sobre monocapas de células OP9-DL1 diferen-

cian hacia timocitos DP (Figura 22B). Los timocitos DN cocultivados sobre células OP9 o 

OP9-DL1 fueron purificados mediante citometría de flujo y analizados mediante RT-qPCR 

(Figura 21D). De acuerdo con la autorregulación positiva de Notch1, la transcripción de 

Notch1 se indujo en los timocitos expuestos a ligando (células OP9-DL1 versus OP9). De 

forma interesante y de forma similar a lo que observamos tras la sobre-expresión de ICN1 

(Figura 21C), se observó una fuerte inducción de los transcritos de Cδ y Cγ, junto a un in-

cremento de la transcripción de Runx1 en estos timocitos DN cultivados sobre células OP9-

DL1 comparado con los resultados obtenidos en los timocitos cultivados sobre monocapas 

de células OP9, mientras que no se vio ningún efecto considerable sobre la transcripción de 

Myb. Estos resultados indican que los niveles fisiológicos de la señalización de Notch son 

esenciales para la transcripción de los genes Tcrd y Tcrg en timocitos DN, sugiriendo que 

ocurre a través de la regulación de la expresión de RUNX1.   

Los cultivos de timocitos sobre monocapas de células OP9 y OP9-DL1 requieren la 

presencia de IL-7 para la supervivencia celular523. Para comprobar si los efectos sobre la 

transcripción génica observados son consecuencia de un posible efecto de la señalización de 

Notch sobre la expresión de IL7-R, analizamos el efecto de Notch sobre la transcripción del 

gen Il7r en nuestros cultivos de timocitos (Figura 23A). Nuestros resultados no revelaron 

ningún efecto de la señalización de Notch sobre la transcripción de Il7r, descartando que el 

efecto observado mediado por Notch en la inducción de la transcripción de los genes Tcrd y 

Tcrg en timocitos DN esté mediado por IL-7. Para descartar de forma definitiva un posible 

papel de IL-7R en el efecto de la señalización de Notch sobre la transcripción de Tcrd y 
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Tcrg decidimos hacer este análisis en ausencia de IL-7 utilizando células SCID.adh, las cua-

les no necesitan la presencia continua de IL-7 para su supervivencia. De acuerdo con el efec-

to inhibidor de la ruta por el pre-TCR de la transcripción de los genes Notch1 y Hes1 en ti-

mocitos (Figuras 21A y 21B), las células SCID.adh reproducen la bajada en la transcripción 

de Notch1 y Hes1 tras estimularlas con P+I (Figura 21E). Después de transducir estas célu-

las con retrovirus que expresan ICN1+GFP (ICN1) o solo GFP (GFP), observamos un in-

cremento significativo en la transcripción de Hes1, Runx1, Cδ y Cγ en estas células, y un 

menor efecto sobre la transcripción de Myb (Figura 21F). Debido a que los experimentos se 

hicieron en ausencia de IL-7, estos resultados indican claramente que la señalización de 

Notch activa la transcripción de Runx1, Tcrd y Tcrg de una forma independiente a la vía de 

señalización mediada por IL-7R. 

Debido a que en las condiciones naturales los timocitos DN3a se encuentran expues-

tos a la señalización mediada por IL-7 y que la transcripción del gen Tcrg es muy depen-

diente de esta señalización, evaluamos el efecto de la señalización de ICN1 sobre la trans-

cripción de Cγ activada por IL-7 en células SCID.adh mediante su transducción con retrovi-

rus MigR GFP e ICN1-GFP (Figura 21G). Se observaron altos niveles de transcritos Cγ en 

células transducidas con virus ICN1 en comparación con las células transducidas con virus 

GFP en presencia de IL-7. Estos resultados indican que la señalización de Notch activa no 

solo la transcripción basal de Tcrg, sino también la inducida  por IL-7.  

Para analizar el papel de la señalización de Notch sobre la transcripción de los genes 

Tcrd y Tcrg, inhibimos esta señalización tratando las células SCID.adh con el GSI DAPT. 

De acuerdo con en el papel activador de la señalización de Notch observado en las células 

SCID.adh transducidas con los retrovirus de ICN1, la presencia de DAPT inhibió la trans-

cripción de los genes Hes1, Runx1, Il7r, Cδ y, tanto la transcripción basal como la inducida 

por IL-7R en el caso de los transcritos Cγ  (Figuras 21G, 21H y 23B). Estos resultados de-

muestran claramente que la transcripción de Runx1, Tcrd y Tcrg es activada por la señaliza-

ción de Notch en timocitos DN3a. 
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Figura 21. La señalización de Notch induce la transcripción de los genes Runx1, Tcrd y Tcrg en timocitos 
DN y células SCID.adh. (A) Análisis transcripcional por RT-qPCR de Notch1 y Hes1 en timocitos de ratones 
Rag2-/- y Rag2-/- x βtg (n=4). (B) Análisis transcripcional por RT-qPCR de Notch1 y Hes1 en timocitos de 
ratones Rag2-/- x Eα-/- después de inyectarlos con un MAb para CD3ε y sacrificados a los tiempos indicados 
(n=3). (C) Análisis transcripcional por RT-qPCR de Notch1, Runx1, Myb, Cδ y Cγ en timocitos DN de ratones 
embrionarios E14.5 Rag2-/- x βtg x Eα-/- después de ser transducidos con retrovirus con GFP o ICN y cultiva-
dos sobre células OP9 (n=3). (D) Análisis transcripcional por RT-qPCR de Notch1, Runx1, Myb, Cδ y Cγ en 
timocitos DN de ratones embrionarios E14.5 Rag2-/- x βtg x Eα-/- cultivados sobre células OP9 o OP9-DL1 
(n=3). (E) Análisis transcripcional por RT-qPCR de Notch1 y Hes1 en células SCID.adh no estimuladas (NS) y 
estimuladas con P+I durante 24 y 48 horas (n=6). (F) Análisis transcripcional por RT-qPCR de ICN1, Hes1, 
Runx1, Myb, Cδ y Cγ en células SCID.adh transducidas con retrovirus MigR GFP o ICN1 (n=7). (G) Análisis 
transcripcional por RT-qPCR de Cγ en células SCID.adh transducidas con retrovirus MigR GFP o ICN (n=7) o 
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tratadas o no con DAPT durante 24 horas en ausencia o presencia de IL-7 (n=3). (H) Análisis transcripcional 
por RT-qPCR de Hes1, Runx1, Myb, Cδ y Cγ en células SCID.adh no tratadas (NS) o tratadas con DAPT du-
rante 24 o 48 horas (n=15). Los datos representan la media ± SEM de los resultados por obtenidos por duplica-
do obtenidos de n experimentos independientes. La significancia entre los valores obtenidos está indicada o 
relativa al control de timocitos Rag2-/- x Eα-/- sacrificados a tiempo 0 de inyección que corresponde con ratones 
control no inyectados (B).  

                                                                           

Figura 22. Diferenciación in vitro de timocitos de ratones E14.5 Rag2-/- xβtg x Eα -/- y análisis por citome-
tría de flujo. (A) Esquema para la diferenciación de timocitos transducidos con virus GFP o ICN1 y cultivados 
sobre células OP9 a lo largo de los distintos días, así como un análisis de expresión simultánea de CD4 y CD8 
por citometría de flujo al final del experimento. (B) Esquema para la diferenciación de timocitos transducidos 
con virus GFP o ICN1 y cultivados sobre células estromales OP9 a lo largo de los días. Se muestra un análisis 
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de doble-expresión de CD4 y CD8 por citometría de flujo al final del experimento. (B) Esquema de la diferen-
ciación de los timocitos cultivados sobre células estromales OP9-DL1 a largo de los días. Se muestra un análi-
sis de doble-expresión de CD4 y CD8 por citometría de flujo al final del experimento. 

                         

Figura 23. La señalización de Notch activa la transcripción de Il7r en células SCID.adh, pero no en ti-
mocitos primarios. (A) Análisis transcripcional por RT-qPCR de Il7r en timocitos DN de ratones E14.5 Rag2-

/- x βtg x Eα-/- incubados sobre células OP9 o OP9-DL1, o transducidos con retrovirus MigR GFP o ICN1 y 
cultivados sobre células OP9 (n=3). (B) Análisis transcripcional de Il7r por RT-qPCR en células SCID.adh 
transducidas con retrovirus MigR GFP o ICN1, o células no tratadas (NS) o tratadas con  DAPT durante 24h 
(n=3). Los datos representan la media ± SEM de los resultados obtenidos por duplicado de n experimentos 
independientes. La significancia obtenida es relativa a las células transducidas con retrovirus GFP o células no 
tratadas con DAPT. 

5. La señalización mediada por NOTCH1 activa Eδ y Eγ 

Para evaluar si efecto de la señalización de Notch observado sobre la transcripción de 

los genes Tcrd y Tcrg está mediado a través de un mecanismo directo sobre la función de Eδ 

y Eγ, analizamos el efecto del tratamiento de P+I o la sobre-expresión de ICN1 sobre la ac-

tividad de los enhancers usando construcciones de expresión del gen                                                                                       

reportero LUC en células Jurkat transfectadas transitoriamente (Figura 24). Estas células 

constituyen un buen modelo para estudios de activación de células T525 y para la actividad 

transcripcional de los enhancers del TCR399,402,189,190,403,417,314. 

De acuerdo con un reciente análisis de un RNA-seq que muestra que la estimulación 

con P+I de células Jurkat inhibe la transcripción de los genes NOTCH1, HES1, RUNX1 y 

MYB526, de forma similar al efecto mediado por el pre-TCR en timocitos y el tratamiento con 
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P+I en células SCID.adh (Figuras 16D, 19D, 21B y 21E), observamos que el tratamiento 

con P+I inhibe la transcripción endógena de estos genes en células Jurkat (Figura 24A). 

También comparamos el efecto de la estimulación con P+I sobre la transcripción del gen 

reportero LUC dirigida por Eδ, evaluando un fragmento de Eδ de 370 pb (Eδ370) que con-

tiene los siete elementos descritos para la unión de proteínas en este enhancer: δE1-δE7402 

(Figura 24B). De acuerdo con los datos previos189, los sitios de unión de RUNX1 y MYB en 

δE3 son necesarios para la función de Eδ, ya que las versiones de Eδ370 con una mutación 

puntual de estos sitios de forma individual, EδmRunx1 y Eδ370mMYB, son inactivas (Figu-

ra 24B). 
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Figura 24. La estimulación celular inhibe la función de Eδ y Eγ, mientras que la señalización de 
NOTCH1 la activa. (A) Análisis transcripcional por RT-qPCR de NOTCH1, HES1, RUNX1 y MYB en células 
Jurkat no estimuladas (NS) y estimuladas con P+I después de 24 o 48 horas. (B) Estructura de Eδ, indicando la 
localización de los elementos δE1-δE7 y los sitios de unión para RUNX1 y MYB a δE3. También se muestran 
las secuencias de las versiones mutantes mRunx y mMyb de Eδ. (C) Análisis de la actividad transcripcional de 
Eα y distintas versiones de Eδ presentes en construcciones de LUC transfectadas células Jurkat no estimuladas 
(-) o estimuladas (+) con P+I durante 24 horas. La presencia de los promotores Jα49p o Vδ1p, así como los 
distintos enhancers analizados, está indicada (n=6). (D) Análisis de la actividad transcripcional de distintos 
fragmentos de Eδ en construcciones de LUC controladas por Vδ1p y el control positivo 8xRBPJκ en células 
Jurkat co-transfectadas con un vector de expresión de ICN1 (+) o un plásmido control (-) (n=8). (E) Análisis de 
la actividad transcripcional de Eδ en construcciones de LUC controladas por TEAp en células Jurkat co-
transfectadas con un vector de expresión de ICN1 (+) o un plásmido control (-) (n=5). (F) Análisis de la activi-
dad transcripcional de Eδ en construcciones de LUC en células Jurkat no tratadas (-) o tratadas (+) con DAPT 
(n=8). (G) Estructura de Eγ1 y Eγ4, indicando la localización de los elementos NFγ1-NFγ4 y los sitios de 
unión para STAT5 en NFγ2 y para RUNX1 y MYB en NFγ3. (H) Análisis de la actividad transcripcional de 
Eα, Eγ1 y Eγ4 en construcciones de LUC transfectadas en células Jurkat no estimuladas (-) o estimuladas (+) 
con P+I durante 24 horas. La presencia de los promotores Jα49p o cfosp, así como los distintos enhancers 
analizados, está indicada (n=6). (I) Análisis de la actividad transcripcional de Eγ1 y Eγ4 en construcciones de 
LUC controladas por cfosp en células Jurkat co-transfectadas con un vector de expresión de ICN1 (+) o un 
plásmido control (-) (n=6). (J) Estructura del minilocus TCRD humano con la versión WT o mMyb de Eδ 
presente en los clones de células Jurkat W7 y M20, respectivamente. Los segmentos Vδ, Dδ y Jδ, así como los 
exones de Cδ están representados como rectángulos negros. Los elementos δE1-δE7 WT se representan como 
rectángulos blancos, mientras que el elemento δE3 mMyb se representa como un rectángulo negro. (K) Análi-
sis transcripcional por RT-qPCR de ICN1, HES1 y Cδ en los clones de células Jurkat W7 y M20 transducidos 
con retrovirus MigR GFP o ICN1 (n=3). Los datos  representan la media ± SEM de los resultados obtenidos 
por duplicado de n experimentos independientes. La significancia entre los valores obtenidos está indicada. 

Como era esperable por experimentos previos314, el tratamiento de las células Jurkat 

con PMA+I causó una clara activación de la transcripción de LUC dependiente de Eα, diri-

gida por el promotor Traj49 de ratón (Jα49p), no detectándose ningún efecto sobre el pro-

motor solo (Figura 24C). Al contrario del efecto positivo sobre la actividad de Eα, el trata-

miento con P+I inhibió la actividad de la construcción dependiente de Eδ370 y dirigida por 

el promotor TRDV1 humano (Vδ1p), no detectándose ningún efecto sobre el promotor solo 

(Figura 24C). Estos resultados se correlacionan con el efecto inhibidor del tratamiento de 

P+I sobre la transcripción de RUNX1 y MYB en estas células (Figura 24A). Para evaluar si la 

inhibición de Eδ causada por el tratamiento de P+I es mediada a través de los sitios de unión 

de RUNX1 y MYB, comparamos la actividad del fragmento de Eδ35, que solo contiene los 

35 bp que constituyen el elemento δE3 y que contiene los sitios Runx y Myb, en células tra-

tadas (+) y no tratadas (-) (Figura 24C). De acuerdo con el descenso en la transcripción de 

RUNX1 y MYB observado en células Jurkat tratadas con P+I (Figura 24A), la actividad de 

Eδ35 se inhibe en las células estimuladas. Estos resultados indican que el mecanismo del 

efecto inhibidor de la señalización del pre-TCR sobre la transcripción del gen Tcrd ocurre a 
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través de la regulación de la actividad de Eδ, mapeando este efecto en el fragmento de 35-pb 

que contiene los sitios de unión para RUNX1 y MYB.  

Nuestros datos en timocitos de ratón y células SCID.adh sugieren que el efecto inhi-

bidor de la señalización mediada por el pre-TCR o el tratamiento con P+I está mediado a 

través de inhibición de la ruta de Notch (Figura 24). Para evaluar el efecto de la señalización 

de Notch sobre la función de Eδ de forma directa, analizamos las consecuencias de la sobre-

expresión de ICN1 en células Jurkat sobre la actividad transcripcional de construcciones 

reporteras Vδ1p-LUC en presencia de diferentes fragmentos de Eδ: Eδ370 de 370 bp con los 

elementos δE1-δE7, Eδ280 de 280 bp con los elementos δE1-δE4, Eδ160 de 160 bp con los 

elementos δE3-δE7, Eδ60 de 60 bp con los elementos δE3-δE4 y Eδ35 de 35 bp con solo al 

elemento δE3 (Figura 24B y 24D). El elemento δE3 está presente en todas los fragmentos 

testados ya que es necesario para la actividad del enhancer, por contener los sitios Runx y 

Myb  esenciales399,402,189. Como control positivo para el efecto mediado por ICN1, usamos 

un plásmido reportero de LUC, cuya transcripción está controlada por ocho sitios de unión 

en tándem para RBPJκ, 8xRBPJκ (Figura 24D). Se observó un efecto activador de ICN1 

sobre la actividad de todos los fragmentos de Eδ probados, incluyendo Eδ35 que carece de 

posibles sitios de unión para RBPJκ (Figura 24D). Para descartar algún posible efecto de 

ICN1 sobre la actividad de Vδ1p, analizamos el efecto de la sobreexpresión de ICN1 sobre 

la actividad transcripcional de Eδ370 pero esta vez dirigida por el promotor TEAp (Figura 

24E). Nuestros resultados revelaron que ICN1 activa eficientemente la transcripción de la 

construcción TEAp-LUC-Eδ370, pero no la construcción control TEAp-LUC. Estos resulta-

dos indican que la señalización de Notch es capaz de activar a Eδ, mapeando este efecto 

dentro de los 35 bp que constituyen el elemento δE3, en ausencia de la unión del TF diana 

de esta señalización RBPJκ a esta secuencia. Aunque la expresión constitutiva de NOTCH1 

presente en las células Jurkat hace difícil mostrar el efecto inhibidor de esta ruta mediante el 

uso de GSIs 527, el tratamiento de estas células con DAPT inhibió significativamente la acti-

vidad de la construcción Vδ1p-Eδ370-LUC, pero no la construcción control Vδ1p-LUC (Fi-

gura 24F), apoyando el efecto positivo de la señalización de Notch sobre la regulación de la 

función de Eδ.  

Para analizar si RBPJκ puede ejercer también un efecto sobre Eδ a través de su unión 

directa al enhancer, realizamos una búsqueda de posibles sitios de unión de RBPJκ al en-

hancer mediante el análisis comparativo de la secuencia de Eδ humano y de ratón (Figura 

25).  
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Figura 25. Sitios de unión de RBPJκ en Eδ. Secuencias de Eδ humano y de ratón, y lugares potenciales de 
unión de RBPJκ. Se representan los siete elementos que componen la secuencia de Eδ. δE1 en fucsia, δE2 en 
salmón, δE3 azul, δE4 en morado, δE5 en rosa, δE6 en amarillo y δE7 en verde. Además de aparecer indicado 
el sitio de unión en δE6/7 de RBPJκ, aparecen: un sitio de unión a RUNX1 y MYB en δE3, un sitio para 
STAT5 en δE6/7 y en 3´. 

Nuestro análisis reveló la presencia de tres posibles sitios conservados para este TF 

situados 5´δE1, 5´δE3 y entre los elementos δE5 y δE6, δE5/6. Para validar estos sitios, rea-
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lizamos análisis por EMSA utilizando extractos celulares de células COS7 transfectadas con 

un vector de expresión de RBPJκ fusionado al epítopo Myc, validándose únicamente el sitio 

δE5/6 (Figura 26A). Como se observa en este ensayo, se forma un complejo con la sonda 

marcada radiactivamente con 32P que contiene el sitio de unión para este FT en el promotor 

HES1 en presencia de un extracto de células COS7 que expresan RBPJκ-Myc (Figura 26D). 

La presencia de RBPJκ en dicho complejo se verificó mediante la adición de un Ab específi-

co para el epítopo Myc, lo cual provocó un retraso en la movilidad del complejo (marcado 

por una flecha). En el caso de la sonda marcada que contiene el sitio δE5/6 (Figura 26B), se 

observó la formación de dos complejos en presencia de un extracto de células COS7 que 

expresan RBPJκ-Myc, cuya movilidad se retrasó en presencia del Ab específico para el epí-

topo Myc (marcado por una flecha). La formación del complejo de mayor movilidad (mar-

cado como RBPJκ) se inhibió en presencia de un exceso molar de 50 veces del mismo oli-

gonucleótido de doble cadena no marcado, pero no en presencia del mismo exceso molar del 

oligonucleótido conteniendo una mutación puntual en el sitio de unión para RBPJκ. La dife-

rencia de intensidad de marcas radiactivas observadas entre las bandas  correspondientes a 

los complejos de RBPJκ formados con las sondas δE5/6 y HES1 indican que la afinidad de 

RBPJκ por el sitio δE5/6 es menor que por el sitio del promotor de HES1. Así pues, hemos 

identificado y validado la presencia de un sitio para RBPJκ en Eδ situado entre los elemen-

tos δE5 y δE6 (Figuras 25 y 26). 

              

Figura 26. Validación de sitios conservados para RBPJκ en Eδ y Eγ. Diagrama que representa la localiza-
ción de los sitios de unión de RBPJκ conservados en ratón y humano en Eδ, δE5/6, y Eγ4, NFγ1/2, validados 
en (B-C). Análisis por EMSA de la unión de RBPJκ a los sitios δE5/6 (B), NFγ1/2 (C) y al promotor humano 
HES1 (D). Oligonucleótidos de doble cadena conteniendo los sitios δE5/6, NFγ1/2 y del sitio control presente 
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en el promotor de HES1 fueron marcados radioactivamente con 32P e incubados con extractos de células COS-
7 transfectadas con el plásmido CMV-RBPJκ-Myc, en presencia o ausencia de oligonucléotidos WT o mutan-
tes (MUT) no marcados y en un exceso de 50X  o de un Ab específico para el epítopo Myc. Los complejos que 
contienen RBPJκ están indicados. Las flechas indican la posición retardada de los complejos que contienen el 
Ab unido al complejo. 

También se investigó el efecto de la sobreexpresión de ICN1 sobre la función de Eγ 

mediante la transfección en células Jurkat de construcciones reporteras basadas en el promo-

tor de FOS humano, cfosp-LUC (Figuras 24G y 24H). Se testaron un fragmento de 300 bp 

de Eγ1 y Eγ4, que incluyen los cuatro elementos descritos para la unión de proteínas: NFγ1-

4 (Figura 24G). De forma similar a los efectos observados en los tratamientos de P+I y tras 

la sobreexpresión de ICN1 sobre la función de Eδ, la actividad de Eγ1 y Eγ4 fue inhibida 

tras la estimulación con P+I (Figura 24H) y activada por ICN1 (Figura 24I). Estos datos 

demuestran que la actividad de Eδ y Eγ está regulada de forma similar a mediante la señali-

zación de Notch. 

Nuestra búsqueda de posibles sitios de unión de RBPJκ a Eγ reveló la presencia de 

dos posibles sitios conservados en humanos y ratón para este TF en el enhancer, situados 

entre los elementos NFγ1 y NFγ2, NFγ1/2, y 3´NFγ4 (Figura 27).  

Se hicieron análisis por EMSA de estos sitios, utilizando extractos celulares de célu-

las COS7 transfectadas con un vector de expresión de RBPJκ fusionado al epítopo Myc, 

validándose únicamente el sitio NFγ1/2 (Figura 26A).Como se observa en este ensayo usan-

do la sonda marcada con 32P que contiene el sitio NFγ1/2, la formación de dos complejos en 

presencia de un extracto de células COS7 que expresan RBPJκ-Myc (Figura 26C). La movi-

lidad del complejo de mayor movilidad (marcado como RBPJκ) se retrasó en presencia del 

Ab para Myc (indicado por una flecha). La diferencia de intensidad de marcas radiactivas 

observadas entre las bandas correspondientes a los complejos de RBPJκ formados con las 

sondas δE5/6, NFγ1/2 y el promotor HES1 indican que la afinidad de RBPJκ por el sitio 

δE5/6 es menor que por los sitios presentes en NFγ1/2 y el promotor de HES1. De esta for-

ma hemos identificado y validado la presencia de un sitio para RBPJκ en Eγ situado entre 

los elementos NFγ1 y NFγ2  (Figuras 27 y 26). 

 



143	  
	  

                             

                             

Figura 27. Sitios de unión de RBPJκ en Eγ. Se representan las secuencias de Eγ humano, Eγ1 de ratón y Eγ4 
de ratón. Se pueden observar los elementos NFγ1 en morado, NFγ2 en amarillo, NFγ3 en azul y NFγ4 en fuc-
sia. Aparecen subrayados los sitios de unión de RBPJк a los elementos NFγ1/2 y en la región 3´de NFγ4, a 
STAT5 en NFγ2 y a RUNX1 y MYB en NFγ3. 

 

Para confirmar el efecto observado de la señalización de Notch en la función de estos 

enhancers en un contexto natural de cromatina, evaluamos el efecto de la sobre-expresión de 

ICN1 sobre la transcripción de un minilocus TCRD humano integrado en el genoma en clo-

nes de células Jurkat405. Este minilocus de 22 kb consta de los segmentos Vδ1, Vδ2, Dδ3, 

Jδ1 y Jδ3 sin reordenar y los cuatro exones TRDC, con Eδ localizado en su localización na-

tural en un fragmento de 10,5 kb (Figura 24J). Debido a que el gen endógeno TCRD ha sido 

delecionado por la historia de reordenamientos del gen TCRA en esas células, no hay ningu-

na región endógena del gen TCRD que pueda interferir con el análisis del minilocus integra-

do. Los reordenamientos VδDδ-Jδ del minilocus y la transcripción de Cδ en timocitos de 
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ratones transgénicos dependen de la presencia de Eδ WT, ya que EδmRunx y EδmMyb re-

sultan ser inactivo403,405,404. Nosotros sobre-expresamos ICN1 mediante transducción con 

retrovirus GFP o ICN1 (GFP+ICN1) en dos clones previamente caracterizados que contie-

nen el minilocus con Eδ WT, W7, o con EδmMyb, M20405 (Figuras 24J y 24K). Los clones 

W7 y M20 fueron seleccionados entre una batería de clones porque ambos tienen dos copias 

del transgén y un fenotipo que muestra que la transcripción de Cδ depende de la presencia 

del sitio MYB405. Nuestros resultados mostraron que la transducción con los virus ICN1 

incrementó la transcripción del gen diana de Notch HES1 en los clones W7 y M20. De 

acuerdo con los datos obtenidos sobre el efecto de la señalización de Notch sobre la activi-

dad de Eδ presente en construcciones reporteras de LUC transfectadas transitoriamente (Fi-

gura 24D), la sobre-expresión de ICN1 indujo un aumento de la transcripción de Cδ en el 

clon W7, pero no en el clon M20 (Figura 24K). Estos resultados indican que la señalización 

de Notch es capaz de activar la transcripción dependiente de Eδ  en cromatina nativa. 

6. El reclutamiento de RUNX1 y de MYB a Eδ y Eγ es dependiente de la señalización 

de Notch 

El hecho de que la señalización de ICN1 pueda activar la función de Eδ y Eγ (Figu-

ras 24D, 24H y 24K), incluyendo Eδ35 que solo tiene el elemento δE3 con los sitios de 

unión para MYB y RUNX1, junto con el efecto de la sobre-expresión de ICN1 y el trata-

miento con DAPT sobre la transcripción de Runx1 y Myb en timocitos de ratón (Figuras 

21C, 21F y 21H), sugieren que la señalización de Notch activa a estos enhancers a través del 

reclutamiento de RUNX1 y MYB a sus sitios de unión. Para evaluar este punto de forma 

directa comparamos la unión de estos FTs a Eδ y Eγ mediante qChIP en células SCID.adh  

tratadas o no tratadas con DAPT  (Figura 28A). De acuerdo con el efecto inhibidor derivado 

del tratamiento con DAPT sobre la transcripción de Runx1, Myb, Cδ y Cγ (Figura 21H), 

observamos que la unión de RUNX1 y MYB a Eδ y Eγ se inhibe fuertemente en las células 

tratadas con DAPT, mientras que no se observa ninguna unión a la secuencia control Oct2 

(Figura 28A). Como control de especificidad del efecto inhibidor del reclutamiento de 

RUNX1 y MYB, se analizó la unión de CTCF a Eα en las células tratadas o no con DAPT 

(Figura 28B). La unión de CTCF a Eα no se afecta por el tratamiento de las células con 

DAPT, demostrando que la especificidad del efecto inhibitorio del reclutamiento de RUNX1 

y MYB a Eδ y Eγ. Nuestros resultados demuestran que la señalización de Notch activa la 

transcripción dependiente de Eδ y Eγ, favoreciendo el reclutamiento de RUNX1 y MYB a la 

cromatina de estos enhancers.  



145	  
	  

Figura 28. El reclutamiento de RUNX1 y MYB a Eδ y Eγ es dependiente de la ruta de Notch. (A) Análisis 
por qChIP de la unión de RUNX1 y MYB a Eδ, Eγ y Oct2 (n=8) y (B) de CTCF a Eα (n=3) en células 
SCID.adh no tratadas (NS) o tratadas con DAPT. Los datos representan la media ± SEM de los resultados 
obtenidos por duplicado de n experimentos independientes. La significancia entre los valores obtenidos está 
indicada. 

7. El tratamiento con IL-7 induce la transcripción germinal del gen Tcrd  

La señalización de IL-7R al igual que la de Notch es fundamental para el desarrollo 

de las etapas tempranas durante la diferenciación de las células T528,386. Experimentos en 

ratones Il7r-/- demostraron previamente que esta señalización es esencial para la transcrip-

ción germinal y recombinación VγJγ del gen Tcrg, y la generación de los linfocitos T 

γδ129,386,529,295,296. El hecho de que tanto la transcripción germinal como los reordenamientos 

del gen Tcrg ocurran simultámente en el gen Tcrd durante los mismos estadios de diferen-

ciación de los timocitos, y que los enhancers responsables de estos procesos en ambos genes 

tengan una regulación paralela a través de la ruta de Notch, nos condujo a estudiar un posi-

ble papel de esta señalización mediada por IL-7 sobre el gen Tcrd.  

Debido a que observamos que el modelo celular SCID.adh constituye un buen mode-

lo para el estudio de la dependencia de la transcripción del gen Tcrg a la señalización me-

diada por IL-7 (Figura 19B), decidimos usar este sistema para analizar el posible efecto de 

IL-7 sobre la transcripción del gen Tcrd (Figura 29A). De acuerdo con nuestros experimen-

tos (Figura 19B), el tratamiento con IL-7 induce la transcripción del gen Tcrg en estas célu-

las, pero también aumenta la transcripción del gen Tcrd a unos niveles que son comparables 

a los del gen Tcrg inducido después de un tratamiento de 24 o 48 horas (Figura 29A). El 

hecho que el gen Tcrd tenga una transcripción basal mucho mayor que la del gen Tcrg indica 

que la dependencia de esta señalización para la transcripción del gen Tcrd es menor que la 

del gen Tcrg (Figura 29B). Estos datos indican que tanto el gen Tcrg como el gen Tcrd son 

activados por la señalización mediada por IL-7R, con una dependencia mayor por esta seña-

lización en el caso del gen Tcrg. 
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Figura 29. La señalización mediada por IL-7 activa la transcripción del gen Tcrd. (A) Análisis transcrip-
cional por RT-qPCR de Cγ y Cδ en células SCID.adh no tratadas (-) o tratadas con IL-7 (IL-7) durante 24 o 48 
horas (n=8). (B) Comparación entre los niveles de transcripción basal de Cγ y Cδ en células SCID.adh (n=8). 
Los datos representan la media ± SEM de los resultados obtenidos por duplicado de n experimentos indepen-
dientes. La significancia entre los valores obtenidos está indicada. 

8. La señalización mediada por IL-7 activa Eδ 

La inducción de la transcripción germinal y la recombinación VγJγ en el locus Tcrg 

mediada por el IL-7R ocurre a través de la activación de  Eγ y los promotores Vγ y Jγ386,342. 

Como se ha mencionado en la Introducción, cuando IL-7 se une a su receptor se desencade-

na la fosforilación y activación de STAT5A y STAT5B, los cuales forman homo y hetero-

dímeros y se translocan al núcleo, donde se unen a sus secuencias de unión específicas, acti-

vando la transcripción de sus genes diana. En trabajos realizados con anterioridad se observó 

que STAT5 activado por la presencia de IL-7 se une a secuencias específicas presentes en 

los promotores Vγ y Jγ, induciendo el reclutamiento de coactivadores, lo que provoca la 

acetilación de histonas, la transcripción germinal y la recombinación VγJγ386. Además de a 

estos promotores, STAT5 se une a un sitio específico presente en Eγ342 (Figura 27). Así 

pues, la unión de STAT5 a Eγ  y a los promotores Vγ y Jγ desencadena la accesibilidad local 

de la cromatina necesaria para activar la transcripción germinal y los reordenamientos 

VγJγ530,531. Para evaluar si el efecto activador de la transcripción del gen Tcrd que hemos 

observado (Figura 29A) está mediado a través de la activación de Eδ por STAT5 como ocu-

rre en el caso de Eγ, hicimos un mapeo comparativo de Eδ humano y de ratón para buscar 

posibles sitios de unión TTCN3GAA para STAT5 conservados. Nuestra búsqueda reveló la 

presencia de dos posibles sitios conservados para este TF situados entre los elementos δE6 y 

δE7, δE6/7, y en la región 3´, 3´Eδ (Figura 30).  
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Figura 30. Sitios de unión de STAT5 en Eγ. Secuencia de Eδ y sitios de unión para STAT5 en humano y en 
ratón. Se representan los sitios de unión de unión a STAT5 en  5´ del elemento δE1, 5´ de δE3 y entre los ele-
mentos δE5 y δE6. 

Para validar estos sitios potenciales realizamos análisis por EMSA, utilizando extrac-

tos celulares de células SCID.adh tratadas o no con IL-7 durante 30 minutos, validándose 

únicamente el sitio δE6/7 (Figura 31). Como se observa en este ensayo, en presencia de una 

sonda marcada radiactivamente con 32P que contiene un sitio consenso de unión para STAT5 

se forma un complejo solo en presencia de un extracto de células SCID.adh tratadas con IL-

7 durante 30 minutos, pero no en presencia de un extracto de células no tratadas. La presen-

cia de STAT5 en dicho complejo se verificó mediante la adición de un Ab específico para 

dicho FT, lo cual provocó un retraso en la movilidad del complejo. En el caso de la sonda 

que contiene el sitio δE6/7, se observó la presencia de una tenue banda en presencia de ex-

tractos de células tratadas con IL-7, pero no con extractos de células no tratadas, cuya movi-

lidad se retrasó en presencia del Ab específico. De esta forma hemos identificado la presen-

cia de un sitio para STAT5 en Eδ, cuya afinidad por este FT es menor que la del sitio con-

senso usado como control positivo.  
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Figura 31. STAT5 se une a un sitio situado entre los elementos δE6 y δE7. Análisis por EMSA de la unión 
de STAT5 al sitio δE6/ 7. Oligonucleótidos de doble cadena conteniendo un sitio consenso para STAT5 o el 
sitio δE6/ 7 fueron marcados radioactivamente con 32P e incubados con extractos de células SCID.adh cultiva-
das en ausencia o presencia de IL-7 durante 30 minutos. Los complejos que contienen STAT5 en ausencia o 
presencia de un Ab para STAT5 están indicados.  

Para determinar si STAT5 se une in vivo a Eδ, realizamos experimentos de qChIP 

(Figura 32). Para ello, utilizamos extractos de células SCID.adh tratadas o no con IL-7 du-

rante 30 minutos y comparamos la unión de STAT5 a Eδ y Εγ (Figura 32A). De acuerdo con 

los resultados obtenidos en células SCID.adh tratadas o no con IL-7 en la transcripción de 

Cδ y Cγ, observamos que STAT5 se recluta eficientemente y de forma equivalente a Eγ y 

Eδ.  También analizamos la unión de STAT5 a Eα y Oct2, observándose unión de STAT5 a 

Eα, pero no a la secuencia control Oct2 (Figura 32A). Para comprobar si STAT5 se une a Eδ 

y Eδ  en timocitos DN3a de ratón, realizamos experimentos de qChIP en timocitos de rato-

nes Rag2-/- cultivados in vitro durante 30 minutos en presencia o ausencia de IL-7 (Figura 

32B). Nuestros resultados indicaron que STAT5 se une Eγ y Eδ tras la señalización de IL-

7R en timocitos DN3a. Estos datos apoyan que la unión de STAT5 a Eγ y Eδ es responsable 

de la activación de la transcripción de los genes Tcrg y Tcrd por la señalización de IL-7R. 
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Figura 32. La señalización por IL-7 induce la unión de STAT5 a Eδ. (A) Análisis por qChIP de la unión de 
STAT5 a Eδ, Eγ, Eα y Oct2 en células SCID.adh no tratadas (-) o tratadas con IL-7 (IL-7) (n=8). (B) Análisis 
por qChIP de la unión de STAT5 a Eδ, Eγ y Oct2 en timocitos de ratón Rag2-/- cultivados en presencia de IL-7 
no tratados (barras blancas) o tratados con IL-7 (barras negras) durante 48 horas (n=4). Los datos representan 
la media ± SEM de los  resultados obtenidos por duplicado de n experimentos independientes. La significancia 
entre los valores obtenidos está indicada. 

Para evaluar funcionalmente el papel de esta señalización sobre la actividad de Eδ, 

realizamos ensayos de expresión de genes reporteros de LUC mediante transfecciones tran-

sitorias en células Jurkat (Figura 33). Para estos experimentos utilizamos dos clones de célu-

las Jurkat, que expresan o no IL-7R532. Estos dos clones fueron aislados después de ser 

transducidos con retrovirus que expresan GFP (GFP) o IL-7Rα + GFP (IL-7Rα). Como se 

comprobó mediante RT-qPCR, el clon IL-7Rα tiene una alta transcripción del gen IL7R 

comparado con el clon control (Figura 33A). Para comprobar si la señalización de IL-7 acti-

va Eδ, transfectamos las construcciones Vδ1-LUC y Eδ370-Vδ1-LUC en ambos clones cul-

tivando las células en ausencia o presencia de IL-7 durante 48 horas (Figura 33B). Como 

control positivo, se transfectaron las construcciones c-fos-LUC y Eγ1-cfos-LUC (Figura 

33B). Como era esperable, no observamos que la actividad transcripcional de ninguna de 

estas construcciones se afectase en las células GFP en presencia de IL-7, ya que estas células 

no expresan IL-7R (Figura 33A). Sin embargo, en las células que expresan IL-7Rα, los re-

sultaron indicaron que la actividad transcripcional de las contrucciones que contienen Eγ1 o 

Eδ se indujo en presencia de IL-7 (Figura 33B). Estos resultados demuestran que la señali-

zación de IL-7R activa la función de Eγ1 y Eδ, activando la transcripción de los genes Tcrd 

y Tcrg, respectivamente. 
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Figura 33. La señalización mediada por IL-7R activa la función de Eδ. (A) Análisis transcripcional de 
IL7RA en células Jurkat que no expresan IL-7R (GFP) y en células Jurkat que expresan IL-7R (IL7Rα) (n=x). 
(B) Análisis de la actividad transcripcional de Eδ y Eγ1 en construcciones de LUC transfectadas células Jurkat 
GFP e IL7Rα no estimuladas cultivadas en ausencia de IL-7 (-IL-7) o presencia de IL-7 (+IL-7) durante 48 
horas (n=9). Los datos representan la media ± SEM de los resultados obtenidos por duplicado de n experimen-
tos independientes. La significancia entre los valores obtenidos está indicada. 

Como se describe en la Introducción, la modificación covalente de los residuos de li-

sina de las histonas es determinante para activación e inhibición de la transcripción génica. 

Dentro de estas modificaciones, las marcas H3K27ac y H3K4me3 se relacionan con la acti-

vación de la transcripción, estando presentes en promotores y enhancers activos33,533,534,535. 

De hecho, los análisis de los patrones epigenéticos de los enhancers durante el desarrollo de 

células T apoyan que los enhancers activos implicados en el desarrollo de timocitos presen-

tan estas dos marcas535. Con el fin de verificar la activación de Eδ endógenamente por IL-7 

analizamos la inducción de estas marcas mediante experimentos de qChIP en células 

SCID.adh tratadas o no con IL-7 durante 24 horas (Figura 34). Como control positivo y de 

acuerdo con análisis previos388,531, analizamos la inducción de estas marcas en Eγ (Eγ4) (Fi-

gura 34). Nuestros resultados mostraron una clara inducción de H3K27ac y H3K4me3 por 

IL-7 tanto en Eδ como en Eγ. También analizamos la inducción de estas marcas en Eα y la 

secuencia control Oct2, evidenciándose bajos niveles de H3K27ac y H3K4me3 en estas re-

giones, indicando que su cromatina se encuentra menos accesible (Figura 34). Nuestros da-

tos demuestran que la señalización mediada por IL-7R a través del reclutamiento de STAT5 

y la inducción de H3K27ac y H3K4me3 a Eγ y Eδ activa la función de estos enhancers para 

inducir la transcripción de los genes Tcrg y Tcrd en timocitos DN2-DN3a, cuando esta seña-

lización está presente junto con la mediada por Notch.  
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Figura 34. La señalización mediada por IL-7R activa Eδ de acuerdo con su patrón de H3K27ac y 
H3K4me3. Análisis de la presencia de las marcas H3K27ac (panel izquierdo) y H3K4me3 (panel derecho) por 
qChIP en Eδ, Eγ, Eα y Oct2 (n=4). Los datos representan la media ± SEM de los resultados obtenidos por 
duplicado obtenidos de n experimentos independientes. La significancia entre los valores obtenidos está indi-
cada.  

En resumen, nuestros datos revelan que la regulación transcripcional de los genes Tcrd y 
Tcrg, mediada por Eδ y Eγ respectivamente, está regulada por los mismos mecanismos mo-
leculares, los cuales se activan de forma conjunta por las rutas de Notch e IL-7R (Figura 35). 
Además nuestros hallazgos revelan un nuevo mecanismo molecular de la regulación génica 
a través de la señalización de Notch, mediante el reclutamiento de RUNX1 y MYB a sus 
sitios de unión específicos. 

 

Figura 35. Efecto de las señalizaciones de Notch, IL-7 y pre-TCR sobre sobre el reclutamiento de 
RUNX1, MYB, GATA3 y STAT5 Eδ y Eγ. Representación de los FT RUNX1, MYB, GATA-3 y STAT-5 
asociados a la cromatina de Eδ y Eγ en timocitos DN2/3a y DP bajo el efecto de las señalizaciones de Notch, 
IL-7 y del pre-TCR. RUNX1 se representa como dos círculos naranjas; MYB se representa como un círculo 
morado; GATA-3 se representa como un círculo verde; STAT-5 se representa como cilindros morados; STAT-
5 fosforilado se representa como cilindros morados con círculos rojos; la γ-secretasa se representa como unas 
tijeras; ICN1 se representacomo un círculo marrón. Las señalizaciones de Notch y de IL-7 aparecen represen-
tadas por la unión de sus ligandos a sus receptores excepto la señalización del pre-TCR que parece indicada en 
rojo. 
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1. RUNX1 y MYB se unen específicamente a Eδ y Eγ en timocitos DN3a, y se diso-

cian de estos enhancers en timocitos DP por lo que existe una correlación directa 

entre la unión de RUNX1 y MYB a Eδ y Eγ y la transcripción de los genes Tcrd y 

Tcrg durante el desarrollo de los timocitos DN3a a DP. 

2. La señalización mediada por el pre-TCR induce el silenciamiento estable de la 

transcripción de los genes Tcrg y Tcrd, con una cinética similar entre ambos, y una 

correlación con el reclutamiento de RUNX1 y MYB a Eγ y Eδ.  

3. La señalización mediada por el pre-TCR induce el silenciamiento estable de la 

transcripción de los genes Notch1, Runx1 y Myb, con una cinética muy similar a la 

observada para los genes Tcrg y Tcrd. 

4. La señalización de Notch, tanto inducida por sobre-expresión de ICN1 como a nive-

les fisiológicos en cultivos sobre células OP9-DL1, activa la transcripción de 

Notch1, Runx1, Tcrd y Tcrg, pero no de Myb en timocitos DN primarios de ratón. 

5. Las células SCID.adh constituyen un modelo celular idóneo para el estudio del me-

canismo molecular del efecto de  las señalizaciones mediadas por el pre-TCR e IL-

7R en la regulación transcripcional de los genes Tcra, Tcrd y Tcrg en la transición 

de los timocitos DN3a a DN4 durante el proceso de la selección-β.  

6. RUNX1 y MYB forman parte del CRC de las células SCID.adh, lo cual explica que 

no se pueda conseguir su total inhibición. 

7. La inhibición de la transcripción de los genes Runx1 y Myb en células SCID.adh in-

hibe la transcripción de los genes Tcrd y Tcrg, demostrando que RUNX1 y MYB 

son los FT de las familias RUNX y MYB implicados en la regulación de estos ge-

nes.  

8. La señalización de Notch activa la transcripción de los genes Hes11, Runx1, Myb, 

Tcrd y Tcrg en células SCID.adh. 

9. La señalización por Notch no activa la transcripción del gen Il7r en timocitos de ra-

tón, pero sí en células SCID.adh. 

10. La estimulación con P+I inhibe la actividad de Eδ y Eγ en células Jurkat. 

11. La señalización de Notch es capaz de activar la transcripción dependiente de Eδ y 

Eγ en plásmidos transfectados y en cromatina nativa. 

12. Tanto Eδ como Eγ tienen un sitio conservado de unión a RBPJκ: sitios NFγ1/2 y 

δE5/6. 

13. La activación de Eδ por Notch ocurre en ausencia del sitio de unión de RBPJκ. 
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14. La señalización de Notch es necesaria para el eficiente reclutamiento de RUNX1 y 

MYB a Eδ y Eγ, explicando el mecanismo molecular para el silenciamiento de los 

genes Tcrd y Tcrg durante la selección-β. 

15. La señalización mediada por IL-7R activa la transcripción del gen Tcrd, aunque de 

forma menos dependiente a la activación del gen Tcrg. 

16. El tratamiento con IL-7 activa a Eδ y Eγ de forma dependiente de la expresión de 

IL-7R. 

17. Al igual que Eγ, Eδ también tiene un sitio de unión conservado de STAT5: δE6/7. 

18. STAT5 se une in vivo específicamente a Eδ y Eγ de forma dependiente a la señali-

zación por IL-7R. 

19. La señalización mediada por IL-7R induce las marcas activadoras H3K27ac y 

H3K4me3 en Eγ y Eδ. 
20. Por tanto, la regulación transcripcional de los genes Tcrg y Tcrd a través de sus en-

hancers ocurre mediante un mecanismo paralelo controlado por las rutas de Notch e 

IL-7R, que controlan el reclutamiento de RUNX1, MYB y STAT5 durante la selec-

ción-β. 

21. Estos datos identifican una nueva vía de regulación de Notch a través del recluta-

miento de RUNX1 y MYB a los enhancers de los genes diana de esta vía de señali-

zación durante la selección-β. 
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Los genes que codifican para las cadenas que forman los TCR están compuestos de 

segmentos génicos V, D y J que se reordenan durante el desarrollo de los timocitos dando 

lugar a la expresión de receptores funcionales TCRαβ o TCRγδ en la membrana celular  de 

los linfocitos T αβ y γδ, respectivamente348,58. La recombinación V(D)J de los genes Tcrg y 

Tcrd ocurre en paralelo y se completa en timocitos DN2-DN3a dando lugar al ensamblaje 

del TCRγδ y a la generación de los linfocitos T γδ, mientras que el gen Tcra reordena y se 

expresa en timocitos DP, dando lugar al ensamblaje del TCRαβ y a la generación de los lin-

focitos T αβ. Los enhancers presentes en estos genes son esenciales para la regulaciones 

específicas de linaje y temporal de la transcripción germinal y recombinación V(D)J, siendo 

Eα, Eδ y Eγ los elementos responsables para que la recombinación V(D)J de los genes Tcra, 

Tcrd y Tcrg ocurra correctamente durante etapas precisas del desarrollo de los timocitos. 

Estos enhancers actúan mediante la regulación de múltiples promotores asociados a los 

segmentos génicos V, D y J con el fin de activar la transcripción germinal y la recombina-

ción V(D)J. Estos tres enhancers actúan como un interruptor funcional compuesto por 

Eδ/Eγ, por un lado, y Eα, por otro, durante las diferentes etapas del desarrollo372,391: Eδ y Eγ 

están activos y Eα inactivo en timocitos DN2-DN3a, mientras que Eδ y Eγ están desactiva-

dos y Eα activado en timocitos DP. El estricto control temporal de la activación de estos 

enhancers es esencial para el correcto desarrollo de los linfocitos T. Por ejemplo, es crítico 

que Eα no se active en timocitos anteriores a la selección-β para evitar la deleción prematura 

del gen Tcrd en etapas tempranas de los timocitos, lo cual impediría la generación de las 

células T γδ. Además la expresión prematura de la cadena TCRα en timocitos DN2-DN3a o 

la presencia de la cadena TCRγ en timocitos DP  interferiría con la generación de las células 

T γδ y αβ, respectivamente, por provocar el ensamblaje de complejos TCRαγ que permiten 

el desarrollo de los timocitos DN3a a timocitos DP, de forma independiente de la expresión 

del pre-TCR, que no pueden ser seleccionados y generar linfocitos T γδ y αβ funcionales396. 

Las señales mediadas por Notch e IL-7R son muy fuertes en timocitos DN2-DN3a, y 

se inhiben durante la selección-β, estando prácticamente ausentes en timocitos DP232 (Figura 

2).  Estas señalizaciones, además de ser necesarias para el compromiso hacia el linaje T y la 

supervivencia y diferenciación celular de los timocitos232, tienen un papel esencial en los 

procesos de recombinación Vβ-DβJβ en el caso de Notch y Vγ-Jγ en el caso de IL-7R, sien-

do fundamentales, por tanto, para la generación de los linfocitos T αβ y γδ153,294,296. Nuestros 

datos indican que la regulación transcripcional de los genes Tcrd y Tcrg, mediada por Eδ y 
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Eγ respectivamente, ocurre a través de un mecanismo molecular común mediado por las 

rutas de Notch e IL-7R392 (datos no publicados). Según nuestro modelo (Figura 35), las rutas 

de Notch e IL-7R  activan la transcripción de los genes Tcrd y Tcrg: Notch  es responsable 

del eficiente reclutamiento de RUNX1 y MYB a Eδ y Eγ, mientras que la ruta de IL-7R in-

duce la traslocación nuclear, dimerización y unión de STAT5 a estos enhancers en timocitos 

DN2-DN3a;  la fuerte inhibición de ambas rutas durante la transición de los timocitos DN3a 

a DP es responsable de la disociación de estos TF de estos enhancers y, por tanto, del silen-

ciamiento de los genes Tcrd y Tcrg 392.  

Datos previos mostraron que la actividad de Eδ y Eγ depende de la ocupación de si-

tios esenciales para FT de la familia RUNX y MYB en timocitos DN3a, mientras que la se-

lección-β provoca la disociación de estos FT causando la inactivación de estos enhancers y 

el consecuente silenciamiento de los genes Tcrd y Tcrg en timocitos 

DP372,391,189,342,403,411,404,191,402. Nuestros experimentos de qChIP y silenciamiento génico de 

los genes Runx1 y Myb identifican inequívocamente a RUNX1 y MYB como los FT respon-

sables de la regulación de Eδ y Eγ (Figuras 16, 19, 20 y 28). De hecho, el análisis de las ba-

ses de datos de experimentos de  ChIP-seq de RUNX1 en  timocitos de ratones Rag2-/- 332 

confirman nuestros datos, ya que RUNX1 se une específicamente al sitio RUNX del elemen-

to δE3 en Eδ y del elemento NFγ3 en Eγ1/Eγ4 en timocitos DN3a. 

RUNX1 y MYB forman parte de la red de FT implicados en el programa de diferen-

ciación de los linfocitos T, por lo que su expresión está muy regulada522. Existe un eje 

RUNX1/MYB dependiente de la ruta de NOTCH1 que controla el desarrollo de las HSC en 

embriones de ratón, siendo menos evidente su prevalencia en etapas posteriores del desarro-

llo536. Sin embargo, nuestros datos indican que la ruta de Notch afecta positivamente a la 

expresión de Runx1 y Myb en células SCID.adh (Figura 19F y 19H), en concordancia con 

datos previos obtenidos en estas células537,280,538. Sin embargo, en timocitos DN3a primarios 

cultivados in vitro hemos observado un efecto positivo de esta señalización sobre la trans-

cripción de Runx1 pero no de Myb (Figura 16B). Estos resultados indican que solo Runx1 

responde a la señalización de Notch en timocitos primarios, mientras que Runx1 y Myb son 

activados por esta señalización en células SCID.adh. RUNX1 y MYB forman parte del CRC 

que define a las células T-ALL, actuando juntos en el control del programa de expresión 

génica responsable de la identidad de estas células485,477,484. Al estar inter-regulados trans-

cripcionalmente a través de la regulación de sus respectivos enhancers, un descenso sutil en 

la transcripción de cualquiera de los TF que forma parte de un CRC inhibe la transcripción 
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de los genes de los otros TF que forman parte del mismo, afectando a la supervivencia e 

identidad celulares. De acuerdo con la posible existencia de un CRC similar al descrito en 

células T-ALL humanas en las células SCID.adh, nuestros datos muestran que un descenso 

sutil en la transcripción de Runx1 o Myb tiene como resultado una  inter-regulación trans-

cripcional mutua entre estos dos genes (Figura 20). De esta manera, la regulación inter-

dependiente entre la expresión de RUNX1 y MYB observada en células SCID.adh podría 

causar el descenso de la transcripción los genes de ambos FT observado en los tratamientos 

con DAPT y P+I. Estos datos sugieren que Runx1 es una diana real de la señalización de 

Notch, mientras que la respuesta de Myb a la señalización de Notch y al tratamiento con P+I 

observada en células SCID.adh es la consecuencia de la participación de RUNX1 y MYB en 

el CRC de estas células. 

La regulación de la transcripción de Runx1 mediada por NOTCH1, junto con la inter-

regulación de la transcripción de Notch1 y Myb mediada por RUNX1 descrita recientemen-

te521, sugieren que NOTCH1 pueda también ser un componente del CRC de las células T-

ALL. De hecho, mutaciones en el gen NOTCH1 que están implicadas en una activación in-

trínseca de esta ruta está presente en un alto porcentaje de los casos de T-ALL438. En favor 

de esta hipótesis, NOTCH1, RBPJκ y RUNX1 se unen simultáneamente a las regiones regu-

ladoras de los genes RUNX1, MYB y NOTCH1 en células T-ALL133. 

Aunque los timocitos primarios y las células T-ALL comparten aspectos comunes de 

sus redes regulatorias de FT, también difieren en los mecanismos transcripcionales que con-

trolan algunos genes específicos, como parece ser el caso de la regulación del gen que codi-

fica para la cadena IL-7Rα. El IL-7R humano es un gen diana de Notch en células T-ALL 

humanas, sin embargo no se ha encontrado un efecto dependiente de Notch a corto plazo en 

la transcripción de este gen en timocitos primarios humanos539,95,528,133. De forma similar, 

nuestros resultados indican que la señalización de Notch activa la transcripción de Il7r en 

células SCID.adh, pero no en timocitos primarios (Figura 23), sugiriendo una regulación 

diferencial conservada mediada por Notch de este gen en las células T-ALL y en timocitos 

primarios, tanto en humanos  como en ratones. 

Es de interés discutir el inesperado brusco descenso en la transcripción de Myb evi-

denciado tras la inyección del Ab para CD3ε en los ratones Rag2-/- (Figura 16D),  ya que no 

se observa un descenso de estos transcritos durante la diferenciación de los timocitos DN3a 

a DP (Figuras 16B y 17). Se sabe que en etapas posteriores del desarrollo, en timocitos SP y 
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células T αβ periféricas, la transcripción de Myb se inhibe fuertemente (Figura 17), siendo 

activada cuando los linfocitos T αβ  son estimulados por exposición a antígeno o 

mitógenos176,540. Aunque existen muchas similitudes en la activación e inhibición de la 

transcripción de genes específicos a través de la señalización mediada por los complejos pre-

TCR, CD3 y TCRαβ, también existen diferencias específicas en los efectos de cada uno de 

estos receptores que explican las distintas consecuencias observadas mediada por la señali-

zación asociada a cada uno de estos complejos durante la selección-β, la selección positiva y 

la estimulación de la células T αβ. Nuestros datos indican que una de estas diferencias in-

cluye la regulación de la transcripción del gen Myb.  

Nuestros datos indican que la ruta de Notch controla la expresión de los genes Tcrd y 

Tcrg a través de la regulación del reclutamiento de RUNX1 y MYB a Eδ y Eγ, lo cual con-

trola directamente la actividad de estos enhancers (Figuras 24 y 28). Este efecto de Notch 

podría ser directo, a través de la unión de RBPJκ a Eδ y Eγ,  o indirecto, como consecuencia 

de la activación de la transcripción de Runx1. Nuestros experimentos con genes reporteros 

apoyan la segunda opción porque el efecto activador derivado de la sobre-expresión de 

ICN1 en la actividad de Eδ se observa cuando se analiza el fragmento Eδ35, el cual carece 

de sitios de unión para RBPJκ (Figuras 24 y 25). Además no se ha detectado la unión de 

ICN1 por ChIP-seq a Eδ y Eγ en células T γδ528. Sin embargo, no se puede descartar la posi-

bilidad que ICN1 sea reclutado a Eδ y Eγ, a través de la unión de RBPJκ a los sitios δE5/6 y 

NFγ1/2 respectivamente (Figuras 25, 26 y 27), induciendo un cambio conformacional en 

sendos enhanceosomas que favorezca el reclutamiento de RUNX1 y MYB a δE3 y NFγ3, 

respectivamente. Este posible escenario dependiente de Notch y RUNX1 para la activación 

de Eδ y Eγ se asemeja en algunos aspectos al mecanismo descrito para la regulación del gen 

Bcl11b durante el desarrollo de los timocitos, en el cual TCF1 y GATA3 controlan un estado 

de competencia para la activación de la transcripción dependiente de Notch, mientras que 

RUNX1 controla la magnitud de la expresión génica independientemente del reclutamiento 

de ICN1275. Tampoco es descartable una posible  implicación de la ruta de Notch no canóni-

ca, independiente de RBPJκ, en la regulación de la actividad de Eδ y Eγ541. 

La regulación transcripcional mutua entre RUNX1 y MYB explicaría la disminución 

del reclutamiento de MYB a Eδ y Eγ que se observa en respuesta a los tratamientos de 

DAPT y P+I en células SCID.adh, pero no explicaría la bajada del reclutamiento de MYB 

observada en timocitos primarios (Figuras 16, 19 y 28). Sin embargo, RUNX1 también ac-
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túa como un FT estructural en cromatina, favoreciendo la unión de otros FT adyacentes542. 

De hecho, la unión de RUNX1 en δE3 es necesaria para la subsecuente unión de MYB y 

GATA3 en δE3 y δE4, respectivamente405. Es interesante que GATA3 constituye otro de los 

componentes del CRC de las células T-ALL485,477. Un mecanismo similar podría ocurrir en 

Eγ, con una jerarquía de unión entre RUNX1 y MYB en NFγ3. Este papel estructural de 

RUNX1 explicaría el descenso del reclutamiento de MYB a Eδ y Eγ observado en timocitos 

de ratones Rag2-/- x βtg respecto a su unión a dichos enhancers de  timocitos de ratones 

Rag2-/-, sin que haya un descenso detectable en la transcripción de Myb (Figuras 16B y 

16C), y no es descartable que también contribuya al reclutamiento reducido de MYB a Eδ y 

Eγ en respuesta a los tratamientos con DAPT y P+I en células SCID.adh.  

Aunque RUNX1 es el FT de la familia RUNX dominante presente en timocitos 

DN2/3A, el ratio de los transcritos Runx1/Runx3 presente en timocitos DN2 y DN3a se in-

vierte en linfocitos T γδ (Figura 36), lo cual sugiere la posibilidad de que ocurra un inter-

cambio entre RUNX1 y RUNX3 en el paso de  timocitos DN2-DN3a a linfocitos T γδ para 

garantizar la actividad de Eδ y Eγ. De hecho, RUNX3 puede sustituir a RUNX1 en la regu-

lación de la transcripción transcripcional del gen Tcrg391. 

         

 

Figura 36. Niveles de transcripción génica de Runx1/3 en timocitos DN3a y linfocitos Tγδ mostrados en 
la base de datos ImmGen. Comparación de los niveles transcripcionales de Runx1 y Runx3 entre timocitos 
DN3a y células Tγδ obtenidos a partir de arrays de expresión de genes y RNA-seq realizados con poblaciones 
purificadas por citometría de flujo de ratones WT (www.immgen.org). 

Se ha demostrado que la señalización de Notch es importante para la determinación 

de los linajes Tαβ y Tγδ, pero los resultados obtenidos son opuestos en humanos y en rato-

nes, de forma que una señalización fuerte de Notch en precursores de células T promueve el 

desarrollo de células T γδ en humanos, mientras que promueve el desarrollo de células T αβ 
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en ratones543 . Los efectos opuestos de la señalización de Notch en la determinación de los 

linajes T  αβ/γδ en humanos y ratones parecen ser una consecuencia de la etapa del desarro-

llo en que los timocitos reciben esa señalización en cada una de estas especies. Nuestros 

resultados muestran que la señalización de Notch activa la transcripción de los genes muri-

nos Tcrd y Tcrg,  tanto en timocitos primarios como en  células SCID.adh, y del minilocus 

humano TCRD en células Jurkat humanas. El efecto positivo de Notch sobre la actividad de 

Eδ y Eγ definido en esta tesis constituiría un primer nivel de regulación común entre huma-

nos y ratones, mientras que un segundo nivel de regulación, con diferencias temporales entre 

las dos especies, operaría a través del sinergismo entre las señalizaciones de Notch y las me-

diadas por el pre-TCR y el TCRγδ en etapas más tardías del desarrollo de los timocitos539.  

La señalización de  IL-7R, mediada por STAT5, juega un papel crítico en la supervi-

vencia de los timocitos durante el desarrollo temprano de las células T, a través de la expre-

sión de BCL2, y la diferenciación de las células T γδ, a través de la activación de la trans-

cripción germinal y la recombinación del gen Tcrg65,296,129,294. De hecho, STAT5 es esencial 

para la regulación de la actividad de Eγ342. Nuestros datos corroboran esta dependencia de la 

actividad de Eγ en la transcripción del gen Tcrg en las células SCID.adh y demuestran que 

esta señalización es también relevante para la actividad de Eδ y la transcripción del gen Tcrd 

(Figura 29). Nuestros datos muestran que STAT5 se recluta de forma similar a ambos en-

hancers en respuesta a IL-7, dando lugar a una activación funcional evidenciada en ensayos 

con genes reporteros y en la adquisición de marcas de histonas relacionadas con transcrip-

ción activa, como es el caso de H3K27ac y H3K4me3 (Figuras 32, 33 y 34).  

Nuestros datos también revelaron una unión de RUNX1 y STAT5 a Eα (Figuras 16 y 

32), lo cual está en concordancia con el análisis de la bases de datos obtenida de experimen-

tos de ChIP-seq en timocitos de ratón332,544. En el caso de RUNX1, este dato puede ser rele-

vante para entender el mecanismo de inhibición de Eα en timocitos DN3a y su activación en 

timocitos DP. En el caso de STAT5, no hay constancia de la presencia de sitios consenso 

para la unión dimérica de alta afinidad de este TF en este enhancer. Sin embargo, el reclu-

tamiento de STAT5 a Eα no tiene implicaciones funcionales sobre la transcripción del gen 

Tcra, ya que el tratamiento con IL-7 no afecta la transcripción de Cα en células SCID.adh 

estimuladas con P+I  (datos no publicados). 

Aunque el nivel de actividad inducida por IL-7 es similar en Eδ y Eγ (Figura 29), el 

hecho que Eδ tenga mayor actividad basal en ausencia de IL-7 que Eγ indica que Eδ es me-
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nos dependiente de esta señalización que Eγ. Como ambos enhancers dependen del recluta-

miento de RUNX1 y MYB para su actividad, estos datos sugieren que la unión de otros FT a 

Eδ, no reclutados a Eγ, compense por la ausencia de STAT5 en el enhanceosoma de Eδ en 

condiciones basales en ausencia de IL-7.  

Nuestros datos, en conjunto, revelan una regulación común de Eδ y Eγ, dependiente 

de las señalizaciones mediadas por Notch e IL-7R, a través de los FT RUNX1, MYB y 

STAT5 en timocitos DN2 y DN3a, siendo ambos enhancers inhibidos durante la selección-β 

debido a la drástica bajada de estas señalizaciones. Estos hallazgos no solo han descifrado el 

mecanismo molecular para el silenciamiento de los genes Tcrg y Tcrd durante la selección-β 

a través de la disociación de RUNX1 y MYB de sus respectivos enhancers, sino que han 

revelado una nueva vía para el control transcripcional mediada por la señalización de Notch 

a través de la regulación del reclutamiento de estos FT a enhancers durante el desarrollo de 

los timocitos. 
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ABSTRACT 

The combined T-cell receptor α and δ locus, Tcra/Tcrd, encodes the TCRα and TCRδ 

chains of the αβ or γδ T-cell receptors (TCRαβ and TCRγδ), respectively, which define 

the two distinct T-cell lineages, αβ and γδ T lymphocytes.  Like other antigen receptor 

loci, this locus must recombine its variable (V), diversity (D), and joining (J) gene 

segments to generate a diverse range of TCR that allow vertebrates to respond to an 

unlimited number of antigens.  The Tcra/Tcrd germline transcription and subsequent 

V(D)J gene segment rearrangements are strictly regulated by two distant transcriptional 

enhancers, Eα and Eδ, respectively, during thymocyte development.  Once the Tcra locus 

is productively rearranged, it is assumed Eα remains active for the transcription of the 

rearranged locus and the expression of the functional TCRα chain in αβ T lymphocytes.  

However, our recent experiments have shown Eα is significantly inhibited during the 

final stage of thymocyte development, concomitantly with the expression of the 

rearranged Tcra locus, and remains inhibited in αβ T lymphocytes.  These results imply 

the existence of an Eα-independent mechanism to activate transcription of the rearranged 

Tcra locus in αβ T lymphocytes.  Interestingly, Eα is essential for the normal expression 

of the rearranged Tcrd locus in γδ T lymphocytes.  In this review, the current knowledge 

about the regulation of Tcra/Tcrd germline transcription and gene segment rearrangement 

during thymocyte development and the possible mechanisms for transcription of the 

rearranged Tcra locus in mature αβ T lymphocytes are discussed.  The knowledge of the 

detailed mechanisms involved in the regulation of transcription at the Tcra/Tcrd locus by 

distant enhancers is important to understand the cases in which deregulation this process 

results in disease. 
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Temporal control of TCR gene rearrangements 

During thymic T-cell development (Fig. 1), early T-cell progenitors (ETP) arising 

from fetal liver or bone marrow enter to the thymus, where they mature progressively 

through different stages that can be distinguished based on the expression of the CD4 and 

CD8 surface markers: CD4-CD8- double-negative (DN) thymocytes, immature single-

positive (ISP) CD8+ thymocytes, CD4+CD8+ double-positive (DP) thymocytes, and CD4+ 

or CD8+ single-positive (SP) thymocytes (1).  Among the DN thymocyte population, four 

subpopulations can be further distinguished based on the expression of CD25 and CD44 

surface markers: DN1 (CD44+CD25-), DN2 (CD44+CD25+), DN3 (CD44-CD25+), and 

DN4 (CD44-CD25-) thymocytes.  In addition, two DN3 subpopulations can be 

distinguished based on the expression of CD27: DN3a (CD27low) and DN3b (CD27high) 

thymocytes (1).  Furthermore, two DP thymocyte populations can be distinguished based 

on the expression of CD71: early DP (eDP) (CD71+) and late DP (lDP) (CD71-) 

thymocytes (2).  For αβ T-cell development, thymocytes transition from DN1 to SP 

thymocytes by maturing successively through the following populations: DN1, DN2, 

DN3a, DN3b, DN4, ISP, eDP, lDP, and SP thymocytes; whereas for γδ T-cell 

development, thymocytes transit only from DN1 to DN2 or DN3a before becoming 

mature cells (3). 

The loci that encode for the TCR chains are composed of dispersed variable (V), 

diversity (D), and joining (J) gene segments that are rearranged during thymocyte 

development by a process known as V(D)J recombination to generate a gene 

configuration capable of expressing the functional receptors, TCRαβ or TCRγδ, on the 

cell membrane (4, 5).  The V(D)J recombination is completed in DN2 and DN3a 

thymocytes at the Tcrg and Tcrd loci, in DN3a thymocytes at the Tcrb locus, and in DP 
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thymocytes at the Tcra locus (4).  A successful Tcrg VJ and Tcrd VDJ recombination 

permits the expression of a TCRγδ, which drives cell differentiation to γδ T lymphocytes 

in a process known as γδ-selection (4).  A successful Tcrb VDJ recombination in DN3a 

thymocytes permits the expression of a functional TCRβ chain that assembles with the 

invariant pre-Tα chain to form a pre-TCR, which drives cell differentiation to DP 

thymocytes in a process known as β-selection (1, 4).  A successful Tcra VJ 

recombination in eDP and lDP thymocytes permits the expression of a TCRα chain that 

associates with the previously expressed TCRβ chain to form a TCRαβ (1, 4). The 

antigen affinity of the TCRαβ in lDP thymocytes will determine the positive selection of 

a few DP thymocytes that will survive and differentiate into CD4+ or CD8+ SP 

thymocytes (3).  SP thymocytes migrate to the periphery as mature αβ T lymphocytes 

(3). 

In addition to the essential roles for pre-TCR- and TCR-mediated signaling on 

thymocyte development, signals mediated by Notch and interleukin-7 receptor (IL-7R) 

are required for T-cell commitment, survival, and differentiation (6-10).  Each of these 

signals has a pivotal role in controlling the process of V(D)J recombination at the 

different TCR loci (3).  In DN2/3a thymocytes, signaling mediated by IL-7R is essential 

for the Tcrg germline transcription and VJ recombination, as well as for γδ T lymphocyte 

development (11), whereas signaling mediated by Notch is essential for Tcrb gene VDJ 

recombination and αβ T lymphocyte development (12).  During β-selection, pre-TCR-

mediated signaling triggers the Tcra germline transcription and VJ recombination and the 

development of αβ T lymphocytes, and inhibits the transcription of the Tcrg and Tcrd 

loci (13-15).  The molecular targets of those signaling pathways are genomic regulatory 

sequences capable of controlling chromatin structure of the loci, such as the enhancers 
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associated with the Tcrg, Tcrd, and Tcra loci, and the silencer and promoters associated 

with the Tcrg and Tcrb loci (11, 13, 14, 16-25). 

Regulatory cis-elements present at the Tcra/Tcrd locus 

The Tcra and Tcrd genes are linked in a single genetic locus, Tcra/Tcrd, which 

spans 1.8-Mb with a conserved genomic structure and a location between the olfactory 

receptor genes and the Dad1 gene on chromosome 14 in humans and mice (4, 5, 26).  The 

1.7-Mb 5´-locus region includes 132 Tcra and Tcrd V (Trav and Trdv) gene segments, 

while the remaining 0.1-Mb 3´-locus region contains the Tcrd D and J (Trdd and Trdj) 

gene segments, the Tcrd constant region (Cδ), the Trdv5 gene segment, the Tcra J (Traj) 

gene segments, and the Tcra constant region (Cα)(Fig. 2).  Among the Trav/Trdv gene 

segments, some only rearrange with the Trdd gene segments, some only with the Traj 

gene segments, and some can rearrange with either Trdd or Traj gene segments, 

contributing to both the TCRδ and TCRα chain repertoires (5).  The nested organization 

of these genes prevents the occurrence of the Tcrd and Tcra gene segment 

rearrangements on the same chromosome, because the Tcra VJ recombination results in 

the deletion of the Tcrd locus in an extra-chromosomal circle (4) (Fig. 2). 

Each Tcra and Tcrd locus is equipped with one transcriptional enhancer, Eα and 

Eδ, located at the 3´-end of Cα and at the 5´-end of Cδ, respectively, and the numerous 

promoters that associated with the V, D, and J gene segments along the locus, including 

the T early α promoter, TEAp, associated with the most 5´-Traj gene segment, Traj61 (4) 

(Fig. 2).  TEAp orchestrates different chromatin loops at the 3´-end of the locus during T-

cell development (5, 27, 28) (see below).  Eα is part of a previously described locus 

control region (LCR) located between Cα and the ubiquitously expressed Dad1 gene 

(29).  The Tcra LCR spans approximately 7.4-kb, with seven DNase I-hypersensitivity 
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sites (HS): HS1, HS1´, HS2, HS3, HS4, HS5, and HS6 (30).  The most 5´-1.4-kb LCR 

fragment contains HS1 and HS1´ (30, 31).  HS1 contains Eα whereas the 3´-contiguous 

HS1´ contains two binding sites for the CTCCC-binding factor (CTCF) involved in the 

Tcra/Tcrd locus chromatin organization and Eα function during thymocyte development 

(27, 30-33).  Eα is responsible for activating the endogenous locus germline transcription 

and the Tcra VJ recombination, as well as the generation of αβ T lymphocytes (34).  Eα 

can also activate transcription and the V(D)J recombination of transgenic reporter 

constructs in a temporally regulated manner during thymocyte development (29, 35-38).  

In addition, Eα is required for the normal expression of the rearranged Tcrd locus in γδ T 

lymphocytes (34).  CTCF binding to HS1´, TEAp, and proximal Trav/Trdv promoters is 

important to generate a functional chromatin hub among Eα, TEAp, and proximal 

Trav/Trdv promoters to promote the endogenous Tcra VJ recombination in eDP 

thymocytes (27) (see below).  CTCF binding to HS1´ also collaborates with Eα for the 

expression of transgenic reporter constructs in thymocytes and splenocytes (30).  The 3´-

6-kb LCR fragment contains HS2-6 (29).  HS2-6 is transcriptionally active in non T-

lineage cells and collaborates with Eα to confer a high-level, position-independent and 

copy number-dependent transgene expression in T-lineage cells by acting as an insulator 

that blocks Eα activity to maintain the distinct regulatory programs of the neighboring 

Tcra/Tcrd and Dad1 genes (29, 30, 39).  The HS4-HS6 fragment contains the greatest 

enhancer blocking activity (39), with HS4 and HS6 being the major contributors that 

confer Eα-dependent high-level, position-independent and copy number-dependent 

transgene expression in T-lineage cells in a CTCF-independent manner (32, 40, 41).  In 

addition, two other Tcra/Tcrd regulatory elements have been recently described (Fig. 2): 

1) two binding sites for CTCF located upstream of the Trdv4 gene segment, INT1/2, that 

creates a functionally relevant chromatin loop with TEAp in DN2/3a thymocytes to 
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increase the Tcrd and Tcra repertoires (see below), and 2) a new transcriptional enhancer 

located between the Traj3 gene segment and Cα, called E3´-Jα, that is active in thymic 

and peripheral αβ T cells as assessed using transgenic mice (28, 42). 

Developmental control of the Tcra/Tcrd locus recombination by Eα and Eδ 

Eδ is essential for normal Tcrd V(D)J recombination and generation of γδ T 

lymphocytes (43).  Eδ functions as a local enhancer important to confer the accessibility 

of the Trdv5, Trdd, and Trdj gene segments to the recombinase machinery in a 10-20-kb 

region of adult DN3a thymocytes, while Eα influences a 500-kb region including the 

proximal 1/3 of the Trav/Trdv (3´-Trav/Trdv) and Traj gene segments in DP thymocytes 

(44, 45) (Fig. 2).  Eδ and Eα are responsible for the specificity of the Tcrd and Tcra gene 

segment rearrangement, respectively, across the developmental stages by regulating the 

germline transcription and chromatin structure that mediates the accessibility of the 

recombinase machinery to each specific gene (46).  To permit the generation of 

functional Tcrd VDJ recombination and expression of the TCRδ chain in DN2/3a, Eδ is 

active whereas Eα remains inactive in these cells (14, 46).  Tcrd VDJ recombination is 

accomplished through the activation of the Eδ-dependent promoters associated with the 

Trdd and Trdj gene segments, which opens up the chromatin structure to provide 

accessibility for the recombination machinery in DN2/3a thymocytes (43, 47) (Fig. 2).  

During β-selection, Eα is activated to induce the Tcra VJ recombination in DP 

thymocytes whereas Eδ becomes inactivated (14, 34, 46).  During γδ-selection, Eα is also 

activated to contribute to the transcription of the rearranged Tcrd locus, being required 

for normal expression of the TCRδ chain in γδ T lymphocytes (34).  Interestingly, Eδ is 

inactivated during β-selection but presumably not during γδ-selection (14, 43).  

Therefore, both Eδ and Eα are relevant enhancers to dictate the patterns of the Tcrd and 
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Tcra gene germline transcription and V(D)J recombination during thymocyte 

development (14, 34, 43, 46). 

The Tcra VJ rearrangements are accomplished through activation of germline 

transcription, which is initiated at Eα-dependent promoters associated with the most 3´-

Trav/Trdv and 5´-Traj gene segments and opens up the chromatin structure to provide 

accessibility for the recombination machinery in eDP thymocytes (48-50) (Fig. 2).  These 

initial Tcra VJ gene segment rearrangements occur in eDP thymocytes and are known as 

primary Tcra VJ recombination (50) (Fig. 2).  As a consequence of the nested 

organization of the Tcra/Tcrd locus, the primary Tcra VJ recombination results in the 

deletion of the rearranged Tcrd locus in an extra-chromosomal circle (4) (Fig. 2).  These 

extra-chromosomal circles will remain present in all DP and SP thymocytes, as well as in 

naïve αβ T lymphocytes (4).  If the primary Tcra VJ recombination is not productive, 

then the secondary Tcra VJ recombination involving the more 5´-Trav/Trdv and 3´-Traj 

gene segments will occur in lDP thymocytes (51) (Fig. 2).  This strategy of successive 

Tcra VJ gene segment rearrangements using the further 5´-Trav/Trdv and 3´-Traj gene 

segments permits multiple VJ gene segment rearrangements at each Tcra allele to assure 

the expression of a productive TCRα chain in all lDP thymocytes and to provide a greater 

probability that positive selection and further αβ T lymphocyte maturation can occur. 

Eδ is formed by seven protein-bound elements known as δE1, δE2, δE3, δE4, 

δE5, δE6, and δE7, in a 380-bp DNA fragment (46).  Although this fragment is 

functional in activating transcription of reporter constructs in transient transfection 

experiments, it is not able to activate rearrangement of a reporter construct in single-copy 

transgenic mice requiring the presence of two flanking matrix attachment regions for 

such function (52).  Eδ activity depends critically on the binding of the transcription 
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factors (TFs) Runx1 and c-Myb to δE3 (53-55).  These TFs are dissociated from Eδ in the 

transition from DN3a to DP thymocytes, which is concomitant with the inactivation of 

the enhancer (14). 

Eα is formed by four protein-bound elements known as Tα1, Tα2, Tα3, and Tα4, 

in a 275-bp DNA fragment that constitutes the minimal Eα with the correct temporal 

regulation during thymocyte development (46).  The 116-bp Tα1-Tα2 fragment 

constitutes the core enhancer with essential binding sites for the constitutive TFs 

CREB/ATF, TCF-1/LEF-1, Runx1, and Ets-1 that bind cooperatively in an all-or-none 

fashion (36, 56-58).  These TFs are bound to a primed Eα prior to its activation in DN3a 

thymocytes as well as when the enhancer is fully active in eDP and lDP thymocytes (14, 

46, 59).  Although the Tα1-Tα2 fragment is efficient in activating transcription and gene 

segment recombination at short distances in the context of a transgenic recombination 

reporter construct, is not sufficient to activate endogenous Tcra VJ recombination at large 

distances (36, 60).  In addition, it does not display the proper Eα developmental 

regulation because it is activated prematurely in DN3a thymocytes, being necessary 

additional Tα3-Tα4-binding TFs including Sp1, GATA-3, E2A, and/or HEB for proper 

temporal activation of the enhancer (36, 37).  Pre-TCR signaling triggers the activation of 

Eα through the binding of the inducible TFs NFAT, AP-1, and Egr-1 in eDP thymocytes, 

which are recruited to a pre-assembled Eα enhanceosome formed by the Eα-bound 

constitutive TFs (18).  In lDP thymocytes, prior to positive selection, Eα remains fully 

active through the induction of strong binding of constitutive TFs such as E2A (18). 

Developmental chromatin dynamics at Tcrd/Tcra 

 Three-dimensional fluorescence in situ hybridization experiments revealed the 

Tcra/Tcrd locus changes its configuration in DN3a and DP thymocytes (5, 61).  In DN3a 
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thymocytes, the Tcra/Tcrd locus adopts a fully contracted configuration (61).  In DP 

thymocytes, the locus adopts a contracted configuration across the most 3´-region of the 

locus, including the 3´ Trav/Trdv and the Traj gene segments, as well as the Cα region, in 

a region of approximately 0.5-Mb; whereas it adopts an extended configuration across the 

5´-region of the locus, including the centrally and upstream position Trav/Trdv gene 

segments (5´-Trav/Trdv) in a region of over 1-Mb (61).  The fully contracted locus 

configuration in DN3a thymocytes is thought to facilitate the Tcrd VDJ recombination 

using the disperse Trdv gene segments across the entire locus, whereas the Tcra/Tcrd 

configuration in DP thymocytes is believed to facilitate the sequentially ordered primary 

and secondary Tcra VJ recombination (5, 61) (Fig. 2).  The molecular mechanism 

involved in the regulation of the different configurations adopted by the Tcra/Tcrd locus 

during thymocyte development is currently unknown. 

 Although the 3´-end of the locus remains similarly contracted in DN3a and DP 

thymocytes, chromosome conformation capture experiments (3C and 4C) have 

distinguished two distinct functional chromatin interactions within this 0.5-Mb region of 

DN3a and DP thymocytes using recombinase activating gene-deficient (Rag-/-) mice (5, 

27, 28) (Fig. 3).  In Rag-/- DN3a thymocytes, a functionally relevant discrete chromatin 

loop mediated by CTCF-bound INT1/2 and CTCF-bound TEAp has been recently 

identified (28).  Active Eδ is present within this chromatin loop attached to the Trdd and 

Trdj gene segments constituting a recombination center capable of recruiting the distant 

Trdv gene segments in DN2/3a thymocytes (5, 28).  In addition to CTCF, other factors 

are required for loop formation because it is not present in B lymphocytes where 

occupancy of the relevant CTCF sites remains intact (28).  Interestingly, the formation of 

this chromatin loop favors the use of the diverse Trdv gene segments for Tcrd VDJ 

recombination in DN2/3a thymocytes and indirectly increases the diverse use of the 
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Trav/Trdv gene segments for Tcra VJ recombination in DP thymocytes (28).  In Rag-/- 

eDP thymocytes, binding of the pre-TCR inducible TFs to Eα triggers the formation of a 

chromatin hub through the physical interactions of the Eα-bound TFs, TFs bound to the 

promoters associated with the most 3´-Trav/Trdv gene segments and TEAp, and the 

CTCF bound to HS-1´ and each Eα-dependent promoter (27, 31) (Fig. 3).  This 

chromatin hub creates an additional recombination center at the 3´-Trav/Trdv and 5´-Traj 

gene segments to activate the primary Tcra VJ recombination in DP thymocytes (5). 

Eα and Eδ in mature αβ and γδ T lymphocytes 

Once the TCRαβ or TCRγδ is assembled on the thymocyte surface, Eα becomes 

active in γδ T lymphocytes and is essential for normal transcription of the rearranged 

Tcrd locus in these cells, but surprisingly this enhancer is significantly inhibited in SP 

thymocytes and αβ T lymphocytes (34, 62) (Fig. 4).  Although Eδ is accepted to be active 

in γδ T lymphocytes, its contribution toward the transcription of the rearranged Tcrd 

locus is negligible due to the strong activity of the Eα enhancer in these cells (43) (Fig. 

4).  In support of inhibition of Eα activity in the transition from DP to SP thymocytes and 

in αβ T lymphocytes, Eα inhibition is evidenced not only when it is located in its natural 

location at the unrearranged Tcra locus and also when positioned at an ectopic location 

(62).  Furthermore, expression of reporter transgenes directed by the 7.4-kb LCR 

containing Eα is significantly inhibited in splenocytes and αβ T lymphocytes compared 

to thymocytes (30, 63).  The transcriptional inhibition of the unrearranged Tcra locus by 

Eα in SP thymocytes and αβ T lymphocytes suggests this enhancer does not contribute to 

the transcription of the rearranged Tcra locus in these cells (62).  In support of this 

hypothesis, transgenic rearranged Tcra constructs containing the 3-kb region from the 

downstream Cα, including Eα and HS1´, are expressed at very low and variable levels, 
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ranging from 1 to 20% in αβ T lymphocytes (29, 64).  Two main questions rise from 

these findings: How is Eα inactivated and what is the molecular mechanism for 

transcribing the rearranged Tcra locus in SP thymocytes and αβ T cells? 

Recent experiments using chromatin immunoprecipitation to compare the active 

and inactive Eα enhanceosomes assembled in DP thymocytes and αβ T lymphocytes, 

respectively, have revealed that the presence of the E2A and HEB TFs is highly 

diminished in αβ T lymphocytes (62) (Fig. 5).  No differences in the binding of CTCF to 

HS-1´ were detected between DP thymocytes and αβ T lymphocytes, indicating the 

binding of this factor is not involved in the inhibition of Eα function in αβ T cells (31, 

33, 62).  These results suggest strong binding of E2A and HEB might be essential for Eα 

activity.  The forced expression of E2A in αβ T lymphocytes through retroviral 

transduction cannot recover the enhancer activity of Eα, neither alone or in combination 

with the upregulation of other TFs in the context of T-cell activation or T helper 

differentiation (62).  Future experiments are necessary to reveal the molecular mechanism 

of enhancer inactivation in mature αβ T cells by evaluating the simultaneous functional 

effect of E2A and HEB on Eα activity, the analysis of the molecular consequences of 

different signaling pathways mediated by the pre-TCR and TCRαβ on Eα function, and a 

detailed comparison of the Eα enhanceosomes assembled in αβ and γδ T lymphocytes. 

The inhibition of Eα in SP thymocytes and αβ T lymphocytes does not preclude 

the enhanced transcription of the rearranged Tcra locus in these cells compared to the 

unrearranged Tcra locus in preselected DP thymocytes in the presence of a fully active 

Eα (62).  The molecular basis for the transcription of the rearranged Tcra locus is 

currently unknown. Although a possible contribution of Eα to the transcription of the 

rearranged Tcra locus cannot be totally rejected, the inhibition of its activity through the 
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disruption of the functional long-range enhancer-promoter interactions, the loss of 

activating histone modifications, and the decreased transcription of the unrearranged Tcra 

locus in αβ T lymphocytes compared to lDP thymocytes suggests the existence of an Eα-

independent mechanism to activate transcription of the rearranged Tcra locus in αβ T 

cells (62).  In support of this, Eα is not required for copy number-dependent transgenic 

expression in splenocytes (30).  It is possible that different conformations of the 

unrearranged and rearranged Tcra locus, due to the deletion of intergenic sequences, may 

reveal a novel enhancer or activate an enhancer-independent activity in the rearranged 

Tcra V promoters.  The putative novel enhancer must be located upstream of Trav1 or 

downstream of Traj2 gene segments to ensure its retention upon Tcra VJ recombination.  

Interestingly, transcription of reporter transgenes controlled by the LCR is also 

significantly inhibited in splenocytes and αβ T lymphocytes compared to thymocytes, 

suggesting the additional sequences required for proper transcription the rearranged Tcra 

locus in αβ T lymphocytes are not contained within the 7.4-kb LCR fragment (30, 31, 

63).  A new putative enhancer, E3´-Jα, located between the Traj3 gene segment and Cα 

region, and is active in both thymocytes and peripheral αβ T lymphocytes has been 

recently described (42) (Figs. 2-4).  However, transgenic constructs containing a 

rearranged Tcra locus with an intact Traj2 to HS1´ are expressed at very low and variable 

levels in αβ T lymphocytes, suggesting the genomic region containing E3´-Jα, Eα, and 

HS1´ is not sufficient to allow for the strong and stable transcription of the endogenous 

rearranged Tcra locus (29, 64).  It will be important to test the relevance of Eα and other 

putative relevant sequences in the transcription the rearranged Tcra locus by their 

conditional deletion in peripheral αβ T lymphocytes and in transgenic mice. 
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Consequences of defects in Tcra/Tcrd locus transcription and recombination 

 Although beneficial, V(D)J recombination is a dangerous process.  Defects in this 

process at the TCR loci cause for immunodeficiencies and chromosomal translocations 

that lead to lethal leukemia (4, 65, 66).  The most common T-lymphocyte leukemia, T-

cell acute lymphoblastic leukemia (T-ALL), is composed by a heterogeneous group of 

acute leukemias derived from the transformation of thymocytes that are arrested at 

various developmental stages.  35% of human T-ALLs carry chromosomal translocations 

involving TCR loci in thymocytes.  These aberrant translocations frequently involve the 

juxtaposition of a strong promoter or enhancer from a TCR gene with a TF gene or a gene 

involved in cell signaling or differentiation. These illegitimate TCR gene translocations 

lead to the aberrant expression of their corresponding proteins, resulting in abnormal 

proliferation and differentiation processes.  Among all the aberrant translocations of TCR 

genes during thymocyte development, those involving the Tcra/Tcrd locus have been 

found in a high percent of human T-ALLs.  For example, 5-10% of pediatric and 30% of 

adult T-ALLs show translocations of the TLX1 and TLX3 genes into the Tcra/Tcrd locus. 

These translocations result in the overexpression of the TFs TLX1 and TLX3 and the 

arrest of DP thymocyte maturation.  This arrest is a direct consequence of the recruitment 

of these TFs to Eα (67).  Binding of TLX1/TLX3 to Eα interferes with the recruitment of 

Ets-1 and results in reduced enhancer activity as evidenced by decreased gene chromatin 

accessibility and a drastic inhibition of Tcra gene segment recombination.  The 

expression of a functional TCRα chain is needed for the assembly of the TCRαβ and the 

maturation of DP to SP thymocytes (34, 68).  Other important aberrant translocations 

involving the Tcra/Tcrd locus include those that result in ataxia-telangiectasia (A-T) 

syndrome, which is rare immunodeficiency disorder due to mutations in the A-T mutated 

kinase (ATM) that cause chromosome instability and defects in DNA repair (69).  An 
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important percent of A-T syndrome patients develop the disease due to translocations and 

inversions involving specific breakpoints at the Tcra/Tcrd locus and most of all ATM-/- 

mice die due to thymic lymphomas derived from and incorrect repair of the breaks that 

result from V(D)J recombination and aberrant Tcra/Tcrd locus translocations (70-75).  

The knowledge of the precise mechanisms by which the Tcra/Tcrd locus transcription 

and recombination are regulated is important to understand the defective control of these 

processes that results in disease. 
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FIGURE LEGENDS 

Figure 1.- Temporal control of T-cell gene rearrangements and thymocyte development. 

The thymus is represented as a light pink rectangle.  Schematic representation of 

thymocyte maturation depicting the various developmental stages and the TCR gene 

rearrangements is shown. β-, γδ-, and positive selection, which depend on the expression 

of pre-TCR, TCRγδ or TCRαβ, respectively, are indicated in red.  T cell maturation is 

indicated by the transition from yellow to red (maturation to γδ T lymphocytes) or green 

(maturation to αβ T lymphocytes). 

Figure 2.- Representation of the different structure of the Tcra/Tcrd locus during T-

lymphocyte development.  The V, D, and J gene segments are represented by black 

narrow rectangles. The Cδ and Cα regions are represented by black large rectangles. The 

1.6-Mb 5´-locus region includes the Trav/Trdv gene segments, and the 0.1-Mb 3´-locus 

region includes the Trdd and Trdj gene segments, the Cδ region, the Trdv5 gene segment, 

the Traj gene segments, and the Cα region.  Red lines indicate the areas occupied by 

Trav/Trdv, Trdd and Trdj, and Traj gene segments.  The position of the functionally 

relevant regulatory elements is indicated as follows: INT1/2 as green circles, Eδ as a blue 

circle, TEAp as a purple circle, E3´-Jα as an orange circle, LCR as a pink line, Eα as a 

red circle, HS-1´as a black rectangle, and HS2-6 as brown ovals.  The dashed lines 

represent the possible different rearrangements along the Trav/Trdv gene segment cluster 

and the continuous lines represent the Tcrd DJ recombination in DN2/3a thymocytes and 

the primary and secondary Tcra VJ recombination in DP thymocytes.  The arrows 

represent regions of active germline transcription. Arrows anchored to a particular V gene 

segment represent the transcripts originated from specific V promoters.  The rearranged 

Tcrd VDJ and Tcra VJ transcripts are written in bold blue characters.  Low transcription 
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is represented by dashed lines (low transcription level) whereas the width of the 

continuous lines is proportional to the level of transcription (medium or high).  The 

deleted Tcrd locus in DP and SP thymocytes, and in αβ T lymphocytes, is represented as 

a separate circularized DNA fragment containing the rearranged Tcrd and several 

unrearranged Trav/Trdv and Traj gene segments produced as a consequence of a Tcra VJ 

recombination.  

Figure 3.- Different chromatin loops are formed at the 3´-Tcra/Tcrd locus in DN3a and 

DP thymocytes.  The V, D, and J gene segments are represented by black narrow 

rectangles. The Cδ and Cα regions are represented by black large rectangles. The 

diagram indicates the 5´- and the 3´-Trav/Trdv gene segments, the Trdd and Trdj gene 

segments, the Cδ region, the Trdv5 gene segment, the Traj gene segments, and the Cα 

region. The red lines indicate the areas occupied by 5´-Trav/Trdv, 3´-Trav/Trdv, Trdd and 

Trdj, and Traj gene segments.  The position of the functionally relevant described 

regulatory elements is indicated as follows: INT1/2 as green circles, Eδ as a blue circle, 

TEAp as a purple circle, E3´-Jα as an orange circle, LCR as a pink line, Eα as a red 

circle, HS-1´as a black rectangle, and HS2-6 as brown ovals.  Curved arrows represent 

the looping interactions between the regulatory elements demonstrated by 3C and 4C 

experiments (27, 28).  In Rag-/- DN3a thymocytes, high-frequency looping interactions 

occur between the INT1/2 elements and the TEAp CTCF sites. In Rag-/- DP thymocytes, 

high frequency looping interactions occur between the Eα-, TEAp-, and the 3´-Trav/Trdv 

promoters-associated CTCF sites and bound TFs.  These interactions are thought to 

promote the nucleation of recombination centers that facilitate both the Tcrd VDJ 

recombination in DN2/3a thymocytes and the Tcra VJ recombination in DP thymocytes 

involving distant gene segments. 
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Figure 4.- Regulation of transcription of the rearranged Tcrd and Tcra genes by distant 

enhancers in γδ and αβ T lymphocytes, respectively. The V, D, and J gene segments are 

represented by black narrow rectangles. The Cδ and Cα regions are represented by black 

large rectangles.  Red lines indicate the areas occupied by Trav/Trdv and Traj gene 

segments.  The rearranged Tcrd VDJ and Tcra VJ transcripts are written in bold blue 

characters. The position of the functionally relevant described regulatory elements is 

indicated as follows: Eδ as a blue circle, TEAp as a purple circle, E3´-Jα as an orange 

circle, LCR as a pink line, Eα as a red circle, HS-1´as a black rectangle, and HS2-6 as 

brown ovals.  Curved arrows represent the predicted enhancer-promoter interactions 

based on the functional experiments (34, 43, 62).  In γδ T lymphocytes, Eα, and also 

presumably Eδ, functionally interact with the rearranged Trav/Trdv promoter.  The black 

arrow represents the functionally relevant interaction between Eα and the rearranged 

Trav/Trdv promoter in comparison to the presumed interaction between Eδ and the 

rearranged Trav/Trdv promoter, which is represented in grey.  In αβ T lymphocytes, Eα 

is strongly inhibited and its contribution to the transcription of the rearranged Tcra locus 

is uncertain.  The contribution of the recently described E3´-Jα enhancer to the 

transcription of the rearranged Tcra locus is also unknown.  The putatively weak or 

uncertain interactions between these enhancers and the rearranged Trav/Trdv promoters 

are represented as dashed light lines. 

Figure 5.- Different Eα enhanceosomes are assembled in lDP thymocytes and αβ T 

lymphocytes.  The diagram depicts the TFs that are bound to Eα in the indicated cell 

stages based on genomic footprinting and chromatin immunoprecipitation experiments, 

as well as in vitro experiments (14, 57-59, 62, 76).  The TFs are represented by colored 
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ovals and their identity is indicated.  The Eα enhanceosome assembled in αβ T 

lymphocytes lacks bound E2A and HEB TFs compared to those assembled in lDP 

thymocytes (62,76). 
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ABSTRACT 25	  

Tcrd and Tcrg display identical developmental programs that depend on the activity of the 26	  

enhancers Eδ and Eγ, being “on” in pre-β-selection thymocytes to activate transcription and 27	  

V(D)J recombination of the unrearranged genes and “off” in post-β selection CD4+CD8+ 28	  

double-positive (DP) thymocytes to inhibit transcription of the rearranged genes and avoid 29	  

the expression of TCRδ and TCRγ chains in αβ T lymphocytes. Eδ and Eγ activity depends 30	  

on transcription factor binding to essential Runx and Myb sites, and parallels that of Notch 31	  

signaling. We performed Notch gain- and loss-of-function experiments and found that 32	  

Notch signaling activates Tcrd and Tcrg transcription by favoring the recruitment of 33	  

RUNX1 and MYB to the enhancers. Our results suggest that the dissociation of RUNX1 34	  

and MYB from Eδ and Eγ chromatin in DP thymocytes that results in enhancer inactivation 35	  

is caused by decreased Notch signaling triggered by pre-TCR signaling, thereby 36	  

deciphering the molecular mechanism of Tcrd and Tcrg silencing during β-selection. These 37	  

findings reveal a novel molecular mechanism for gene regulation via Notch signaling 38	  

through the recruitment of RUNX1 and MYB to enhancer chromatin during thymocyte 39	  

development. 40	  

 41	  

KEY POINTS 42	  

Notch favors RUNX1 and MYB recruitment to activate enhancer-dependent transcription  43	  

These results decipher the mechanism for Tcrd and Tcrg silencing during β-selection 44	  

45	  
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INTRODUCTION 46	  

T cell development is a tightly regulated process in which rare circulating 47	  

hematopoietic stem cells enter the thymus, where they receive the Notch signaling required 48	  

for T cell commitment (1), then progress through a series of developmental stages that can 49	  

be distinguished based on the expression of specific surface markers: CD4-CD8- double-50	  

negative (DN)**, CD4+CD8+ double-positive (DP), and CD4+ or CD8+ single-positive (SP) 51	  

thymocytes (Figure 1A). Four DN populations, DN1-4, are distinguished based on the 52	  

expression of CD25 and CD44, whereas two DN3 populations, DN3a and DN3b, are 53	  

distinguished based on the expression of CD27. This process can be divided into two 54	  

phases based on the dependency of Notch or TCR signaling (1, 2): a Notch-dependent 55	  

phase, which drives DN1 to DN3a thymocyte development, and a pre-TCR/TCR-dependent 56	  

phase, which drives DN3a thymocyte to αβ or γδ T lymphocyte development. In addition, 57	  

signaling mediated by the IL-7R is also required for T cell survival and maturation, 58	  

decaying at the thymocyte transition from DN4 to DP (3, 4). 59	  

During T cell differentiation, temporally regulated specific rearrangements of the V, 60	  

D and J gene segments occur at Tcra, Tcrb, Tcrd and Tcrg (Figure 1A) allowing cell 61	  

surface expression of one of the three possible TCRs, pre-TCR,  TCRγδ or TCRαβ, to drive 62	  

specific selection processes that permit thymocytes to mature into functional αβ or 63	  

γδ lymphocytes (1, 5). Developmental expression of the different TCRs depends on the 64	  

timing of the V(D)J recombination process at the different genes: Tcrg and Tcrd 65	  

recombination takes place in DN2/3a thymocytes, Tcrb rearrangements are completed in 66	  

DN3a thymocytes and Tcra rearrangements occur in DN4/DP thymocytes. Successful Tcrg 67	  

and Tcrd rearrangements permit the expression of TCRγδ in DN2/3a thymocytes, driving 68	  
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cell differentiation to γδ T lymphocytes in a process known as γδ-selection. Successful Tcrb 69	  

rearrangements in DN3a thymocytes permit the expression of a functional TCRβ chain that 70	  

assembles with a surrogate TCRα chain, pre-Tα, to form a pre-TCR that drives the 71	  

transition of DN3a to DP via DN3b, DN4, and immature SP thymocytes in a process 72	  

known as β-selection. Successful Tcra rearrangements in DP thymocytes permit assembly 73	  

with the previously selected TCRβ chain to express TCRαβ. The affinity for the antigen of 74	  

the TCRαβ expressed in DP thymocytes will determine the selection of a few cells that will 75	  

survive and differentiate into CD4+ or CD8+ SP thymocytes that migrate to the periphery as 76	  

mature αβ T lymphocytes. As a consequence of β-selection, transcription of rearranged 77	  

Tcrd present on extrachromosomal circles and rearranged Tcrg in DP thymocytes and αβ T 78	  

lymphocytes is stably inhibited to avoid expression of TCRδ and TCRγ chains that could 79	  

interfere with the normal assembly of functional TCRαβ (6-8).  80	  

Signaling mediated by Notch, IL-7R and pre-TCR is essential for expression of the 81	  

TCRs: Notch signaling is required for expression of the pre-TCR components, pre-Tα and 82	  

TCRβ, via the regulation of Ptcra transcription and VβDβJβ recombination (2, 9-11); IL-83	  

7R signaling is essential for Tcrg transcription and recombination and thus the generation 84	  

of γδ T cells (12-14); and pre-TCR signaling results in the inhibition of Notch1, the 85	  

activation of Tcra transcription and rearrangement together with the transcriptional 86	  

inhibition of Tcrd and Tcrg, and the generation of αβ T cells (6, 15-17). 87	  

Temporal regulation of germline transcription and V(D)J rearrangements at TCR 88	  

loci are controlled through the activity of transcriptional enhancers during cell development 89	  

and are dependent on the signaling received by thymocytes during differentiation (5). Tcrd 90	  
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is present in a nested organization, with Tcra within a 1.8 Mb single genetic locus, 91	  

Tcra/Tcrd, at chromosome 14 (Figure 1B). The 1.7 Mb-5´-end region includes over 100 92	  

Vα/δ segments, and the 0.1 Mb-3´-end region includes Tcrd, with the Dδ and Jδ segments, 93	  

the Tcrd enhancer (Eδ), the Trdc C region (Cδ) and the Trdv5 segment, followed by the Jα 94	  

segments, the Trac C region (Cα) and the Tcra enhancer (Eα). This genetic structure 95	  

determines that VαJα rearrangements, which result in the deletion of Tcrd, preclude the 96	  

coexistence of Tcra and Tcrd on the same chromosome. Tcrg spans a region of 0.2 Mb at 97	  

chromosome 13 and consists of three functional clusters containing Vγ and Jγ segments and 98	  

a Trgc C region, including Cγ1, Cγ2 and Cγ4 (Figure 1C). Tcrg includes a 3´ enhancer 99	  

associated with each cluster, Eγ1-4, and an additional 5´ element, HSA. Enhancer function 100	  

is responsible for activation of Tcrd and Tcrg and inactivation of Tcra transcription in 101	  

DN3a thymocytes and the inactivation of Tcrd and Tcrg transcription in DP thymocytes (7, 102	  

18-21). Therefore, based on this enhancer-dependent regulation of an alternative Tcrd/Tcrg 103	  

and Tcra transcription pattern, Eδ and Eγ are inhibited along with the activation of Eα in 104	  

the thymocyte transition from DN3a to DP (6, 7). Thus, these enhancers function as a 105	  

developmental switch during thymocyte maturation via active Eδ/Eγ and inactive Eα in 106	  

DN2/3a cells and via inactive Eδ/Eγ and active Eα in DP cells (7, 20, 22). Pre-TCR or 107	  

related signaling pathway is likely responsible for Eδ/Eγ inactivation through the 108	  

dissociation of bound transcription factors (TFs) to essential sites and Eα activation 109	  

through the recruitment of inducible TFs to a primed enhancer (7, 17, 20). Pre-TCR 110	  

signaling inhibits Notch1 transcription (15, 16), as Notch signaling is strong in DN2/3a 111	  

thymocytes, corresponding with the transcription and rearrangement of Tcrg and Tcrd, and 112	  

very weak in DN4/DP thymocytes when Tcrg/Tcrd transcription is inhibited. Here, we 113	  
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performed Notch gain- and loss-of-function experiments in mouse thymocytes and 114	  

SCID.adh cells to show that this signaling is responsible for the efficient recruitment of 115	  

RUNX1 and MYB to Eδ and Eγ and thus enhancer-dependent Tcrd and Tcrg transcription 116	  

in DN3a thymocytes. Our results reveal that the dissociation of RUNX1 and MYB from Eδ 117	  

and Eγ in DP thymocytes caused by decreased Notch signaling triggered by pre-TCR 118	  

signaling constitutes the molecular mechanism of Tcrd and Tcrg transcriptional silencing 119	  

during β-selection. Furthermore, our data reveal a novel mechanism for activating Notch-120	  

dependent transcription during thymocyte development via the efficient recruitment of 121	  

RUNX1 and MYB to specific regulatory regions.  122	  

123	  
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MATERIAL AND METHODS 124	  

Mice 125	  

Rag2-/-, Rag2-/- x Tcrb transgene (Rag2-/-xβtg), Rag2-/- x Eα-/- (Rag2-/-xEα-/-) and Rag2-/- x 126	  

βtg x Eα-/- (Rag2-/-xβtgxEα-/-) were described previously (19, 23, 24). Rag2-/- and Rag2-/-xβtg 127	  

mice were obtained from Taconic. Adult 4- to 8-wk-old Rag2-/-, Rag2-/-xβtg, Rag2-/-xEα-/- and 128	  

Rag2-/-xβtgxEα-/- mice and embryonic d 14.5 (E14.5) Rag2-/-xβtgxEα-/- mice were used. 129	  

Female and male mice were used randomly. Mice were maintained in the Animal 130	  

Experimentation Unit at the IPBLN-CSIC under pathogen-free conditions. All animal work 131	  

followed protocols approved by the CSIC and Junta de Andalucía Bioethical Committees. 132	  

Cells 133	  

SCID.adh cells were previously described (25) and cultured in RPMI medium with 10% FCS, 134	  

sodium pyruvate, nonessential aa, glutamine, penicillin/streptomycin (P/S) and 50 µM 2-ME 135	  

(Life Technologies). Jurkat cells were cultured in RPMI medium with 10% FCS, glutamine 136	  

and penicillin/streptomycin. COS7 and HEK-293T cells were maintained in DMEM with 10% 137	  

FCS, glutamine and P/S. OP9 and OP9-DL1 stromal cells were cultured in α-MEM medium 138	  

with 20% FCS, P/S and 50 µM 2-ΜΕ. Cells were incubated at 5% CO2 and 37°C.  139	  

Embryonic thymocyte cultures 140	  

E14.5 Rag2-/-xβtgxEα-/- thymocytes were cultured on OP9 or OP9-DL1 monolayers α-MEM 141	  

medium with 20% FCS, P/S, 50 µM 2-ΜΕ, 5 ng/ml murine rIL-7 and 5 ng/ml human rFlt3 142	  

ligand. (PeproTech) as described (26). Cells were incubated at 5% CO2 and 37°C. 143	  
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In vitro cell signaling stimulation and inhibition 144	  

SCID.adh and Jurkat cells (1x105 cells/ml) were stimulated in culture with 20 ng/ml of PMA + 145	  

0.5 µg/ml of ionomcycin (P+I) (Sigma-Aldrich) and/or 10 ng/ml of murine rIL-7 for 24 or 48 146	  

h. The γ-secretase inhibitor (GSI) 7(N-(-(3,5-difluorophenyl)-1-alanyl)-s-phenyl-glycine t-147	  

butyl ester) (DAPT)(Selleckchem), also known as GSI-IX, was dissolved at 1 mg/ml in water 148	  

and kept at -80°C as stock solution. For Notch signaling inhibition, 16 µM (SCID.adh cells) or 149	  

20 µM (Jurkat cells) of DAPT was added for 24 or 48 h. 150	  

Induction of DN3a to DP thymocyte differentiation 151	  

For in vivo thymocyte differentiation: Adult Rag2-/-xβtgxEα-/- mice were i.p.-injected with 150 152	  

µg of purified CD3ε mAb from the 145-2C11 hybridoma and sacrificed at the indicated times. 153	  

Thymocyte differentiation was evaluated by flow cytometry using CD4-FITC, CD8-PE and 154	  

CD25-APC Abs (BD Biosciences Pharmingen) using FACS (Becton Dickinson Excalibur 155	  

Analyzer). 156	  

For in vitro thymocyte differentiation: E14.5 thymocytes from Rag2-/-xβtgxEα-/- mice were 157	  

harvested and cocultured on OP9 and OP9-DL1 cell monolayers (26). Cocultures were 158	  

performed in 24-well plates with α-MEM medium along with α-MEM with 20% FCS, P/S, 50 159	  

µM 2-ΜΕ, 5 ng/ml murine rIL-7 and 5 ng/ml human rFlt3 ligand. Cocultured thymocytes were 160	  

harvested and sorted based on cell staining using CD4-FITC and CD8-PE Abs (BD 161	  

Biosciences Pharmingen) using a FACS (Becton Dickinson Aria III). 162	  

Viral transduction 163	  
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MigR1 and MigR-expressing ICN1 retroviral plasmids were previously described (27). 164	  

MISSION lentiviral vectors were purchased from Sigma: SHC002 (control shRNA), SHC 165	  

(shRunx1-RNA) and SHC (shMyb-RNA). 166	  

Retroviral transductions of Jurkat cells and murine E14.5 thymocytes with MigR-containing 167	  

viruses were performed using RetroNectin (Takara) and spinoculation. Nontissue culture-168	  

treated plates (Corning) were incubated with RetroNectin at 40-50 ng/ml overnight at 40°C. 169	  

RetroNectin was removed, and viral supernatant was added and spun at 2000 g for 2 h at 32°C. 170	  

Unbound virus was removed, and cells were added in RPMI with 10% FCS at 1x106 cells/ml 171	  

and then incubated for 4 h or overnight. 172	  

Viral transduction of SCID.adh cells was performed by spinoculation. MigR retroviruses were 173	  

produced by LipoD (SignaGen Laboratories)-mediated transfection of 293T cells with one of 174	  

the MigR vectors in conjunction with packaging plasmids containing the ecotropic envelope 175	  

and the gag-pol genes. Lentiviruses for transducing SCID.adh cells were produced by LipoD-176	  

mediated transfection of 293T cells with one of the MISSION lentiviral vectors (Sigma-177	  

Aldrich) in conjunction with the ecothropic envelope expressing plasmid and the pD7.8 178	  

plasmids. The shRunx1 MISSION vectors used were TRCN0000338489 (shRunx1#89) and 179	  

TRCN0000013660 (shRunx1#60), and the shMyb MISSION vectors used were 180	  

TRCN0000042498 (shMyb#98) and TRCN0000042501 (shMyb#01). Virus-containing 181	  

supernatant was harvested 2 d after transfection. 1 ml of medium containing 8 ng of polybrene 182	  

was added to cells in 24-well plates. Plates were centrifuged at 1400 g for 45 min at room 183	  

temperature and incubated for 5 h. 1 ml of complete medium was added per well. MigR GFP+ 184	  

were isolated by flow cytometry using a FACS (Becton Dickinson Aria III), whereas 185	  

transduced cells with MISSION lentiviruses were isolated based on resistance to puromycin. 186	  
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Quantitative reverse transcription polymerase chain reaction (RT-qPCR) 187	  

Total RNA was extracted, and cDNA was obtained using qScript cDNA SuperMix (Quanta 188	  

Biosciences, Inc.) to perform qPCR as previously described (28) in duplicate using Bio-189	  

Rad SYBR-Green master mix and a Bio-Rad CFX-96 System. The transcription of 190	  

individual genes was calculated using the ΔCt method and normalized to Actb or ACTB 191	  

transcription. The primers used are listed in Table S1. The primers for Actb, Runx1 and 192	  

Runx3 were previously described (29).	   193	  

Quantitative chromatin immunoprecipitation (qChIP) 194	  

At least three independent qChIP experiments were performed on 107 cells with 5-10 µg of 195	  

RUNX1 (sc-28679 from Santa Cruz Biotechnology or ab23980 from Abcam), MYB (sc-196	  

517 from Santa Cruz Biotechnology or 05-175, clone 1-1, from Merck Millipore) or control 197	  

antibodies as previously described (28). The primers used are listed in Table S1. The 198	  

primers for qChIP of Eα, Eα CTCF and Oct2 were previously described (17, 28).  199	  

Construction of reporter plasmids and luciferase assays 200	  

The reporter plasmids containing the firefly luciferase reporter gene (LUC) Jα49p-LUC, 201	  

Jα49p-LUC-Eα386, Vδ1p-LUC and TEAp-LUC plasmids were previously described (17, 30). 202	  

To generate Eδ370-Vδ1p-LUC, Eδ370mRunx-Vδ1p-LUC, Eδ370mMyb-Vδ1p-LUC, Eδ280-203	  

Vδ1p-LUC, Eδ160-Vδ1p-LUC, Eδ60-Vδ1p-LUC and Eδ35-Vδ1p-LUC plasmids, SacI-204	  

HindIII fragments containing the Eδ-Vδ1p corresponding sequences present in previously 205	  

described plasmids (31) were subcloned into the SacI and HindIII plasmid. To generate the 206	  

TEAp-LUC-Eδ370 plasmid, the Eδ370 fragment was obtained by PCR using 207	  
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CTGATGTGAATTCCCCCAGCCCAAAGT and 208	  

GACAGTCGAATTCCAATTGAAAGGATTAGACATT, including EcoRI sites, digested and 209	  

subcloned into the TEAp-LUC plasmid. To assay Eγ activity (32), the minimal FOS promoter 210	  

(cfosp) was cloned into the EcoRV and HindIII sites and monomeric murine Eγ1 or Eγ4 into 211	  

the BamHI and SalI of the pGL4.10 plasmid (Promega). The CSL-LUC (8xRBPJκ) and CMV-212	  

ICN1 plasmids were previously described (33). Jurkat cells were transfected by 213	  

electroporation with 5 µg LUC reporter and 10 ng pRL-TK plasmids (Promega). For ICN1 214	  

activating experiments, Jurkat cells were electroporated with 5 µg pCMV-ICN1 or 215	  

pBluescript, 2.5 µg of LUC and 10 ng of pRL-TK plasmids. Electroporation and measurement 216	  

of LUC and Renilla luciferase activities were performed as previously described (17). 217	  

EMSAs 218	  

RBPJκ-Myc containing cell extracts were obtained by transfection of the CMV-RBPJκ-219	  

Myc plasmid (33) in COS7 cells and EMSAs performed as previously described (34). 1 µg 220	  

of MYC (clone 9E10 from Abcam or Santa Cruz Biotechnology) or control Ab were used 221	  

for super-shifting the specific complex. Binding sites used are listed in Table S1. The 222	  

primers HES1 WT and HES1 MUT corresponding to the HES1 promoter were previously 223	  

described (35).  224	  

Statistical analysis 225	  

The data represent the mean ± SEM of duplicate results obtained from at least three 226	  

independent experiments. The number of independent experiments performed (n) is indicated 227	  

at figure legends. A non-parametric unpaired Student´s t-test with Welch correction was used 228	  

as indicated and a p values are represented as follows: p <0.05(*), p < 0.005 (**) and 229	  
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p<0.0005 (***).230	  
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RESULTS 231	  

Tcrd and Tcrg transcription depends on the recruitment of RUNX1 and MYB to Eδ  232	  

and Eγ  during thymocyte development 233	  

Enhancer-dependent germline transcription of Tcra, Tcrd and Tcrg is 234	  

developmentally regulated during β-selection (6, 7). We confirmed this regulation by 235	  

quantifying Cα, Cδ and Cγ4 (Cγ) transcripts in the presence and absence of Eα in DN3a 236	  

and DP thymocytes by RT-qPCR in total thymocytes from V(D)J recombination-free Rag2-237	  

/- mice and Rag2-/-xβtg mice, respectively (Figure 2A). Rag2-/- mice have a block at the 238	  

DN3a stage due to their inability to rearrange their TCR loci, whereas Rag2-/-xβtg mice 239	  

have a block at the DP stage due to the expression of a pre-TCR that triggers DN3a to DP 240	  

differentiation (23, 24). In accordance with previous Northern blot analyses (7, 19), Cα 241	  

transcripts were absent in Rag2-/- thymocytes, while they were strongly induced in Rag2-/-242	  

xβtg thymocytes. Cα transcripts were found to be entirely dependent on Eα because they 243	  

were not detected in Rag2-/-xβtgxEα-/- thymocytes. Cδ transcripts were abundant in Rag2-/-244	  

, Rag2-/-xEα-/- and Rag2-/-xβtg thymocytes, and absent in Rag2-/-xβtgxEα-/- thymocytes. Cδ 245	  

transcription in Rag2-/- and Rag2-/-xEα-/- thymocytes depends on Eα function, whereas the 246	  

dramatic difference in Cδ transcription observed in Rag2-/-xβtg and Rag2-/-xβtgxEα-/- DP 247	  

thymocytes was due solely to the presence of Eα. These results indicate that Eδ-dependent 248	  

Tcrd transcription was inhibited in the thymocyte transition from DN3a to DP, as 249	  

evidenced by the isolation of Tcrd from the influence of Eα in Rag2-/-xβtgxEα-/- DP 250	  

thymocytes, simulating the natural situation that occurs via VαJα recombination. The Cδ 251	  

transcripts present in DP thymocytes from Rag2-/-xβtg mice are a consequence of the 252	  
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activation of Eα in cis. As expected due to the regulation of Tcrg transcription during β-253	  

selection (6, 20), Cγ transcription was high in DN3a thymocytes and strongly inhibited in 254	  

DP thymocytes. These results confirmed that Tcrd and Tcrg transcripts are abundant in 255	  

DN3a thymocytes and strongly inhibited in DP thymocytes, whereas Eα-dependent Tcra 256	  

transcripts are induced in the thymocyte transition from DN3a to DP. 257	  

The inactivation of Tcrd and Tcrg transcription during β-selection correlates with 258	  

the loss of Runx factor binding to essential sites present within the δE3 and NFγ3 elements 259	  

(7, 20). Of the three Runx family members present in thymocytes, Runx1 transcription is 260	  

higher than that of Runx2 and Runx3 in DN2/3a thymocytes (www.immgen.org)(36), and 261	  

its transcriptional level corresponded with that of Tcrd and Tcrg during β-selection in mice 262	  

(15, 29). Accordingly, we observed that Runx1 transcripts were more abundant than those 263	  

of Runx3 in Rag2-/- thymocytes and both were inhibited in Rag2-/-xβtg DP thymocytes 264	  

(Figure 2B). Furthermore, RUNX1 binds specifically to the δE3 and Eγ1/Eγ4-NFγ3 265	  

enhancer elements in Rag2-/- thymocytes (37). To evaluate whether RUNX1 binding to 266	  

these enhancers correlates with Tcrd and Tcrg transcription during β-selection, we 267	  

compared the recruitment of RUNX1 to Eδ and Eγ4 (Eγ) in Rag2-/- and Rag2-/-xβtg 268	  

thymocytes by qChIP (Figure 2C). Consistent with the decreased Runx1 transcription in DP 269	  

thymocytes compared with that in DN3a thymocytes, we found that RUNX1 binding to Eδ 270	  

and Eγ in Rag2-/- thymocytes was abrogated in Rag2-/-xβtg thymocytes. We also analyzed 271	  

RUNX1 binding to Eα and Oct2 sequences as controls. Consistent with the reduced 272	  

binding of RUNX1 to Eα observed in WT DP thymocytes compared with that in Rag2-/- 273	  

thymocytes (37), binding of this TF to Eα in Rag2-/-xβtg thymocytes was inhibited 274	  
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compared with that in Rag2-/- thymocytes, whereas no relevant binding was observed to the 275	  

control Oct2 exon sequence. These results demonstrate that RUNX1 binds specifically to 276	  

Eδ and Eγ in DN3a thymocytes and is dissociated from enhancer chromatin in DP 277	  

thymocytes, establishing a direct correlation between RUNX1 binding to Eδ/Eγ and Tcrd 278	  

and Tcrg transcription. 279	  

Eδ/Eγ function also depends on the occupancy of a Myb binding site adjacent to the 280	  

RUNX1 binding site present at the δE3 and NFγ3 elements (31, 38, 39). Previous studies 281	  

have shown that MYB binds to Eγ in SCID.adh cells and that a Myb antisense 282	  

oligonucleotide inhibits Eδ activity in transfected Jurkat cells (31, 32). No significant 283	  

differences in Myb transcript levels were found between Rag2-/- and Rag2-/-xβtg thymocytes 284	  

(Figure 2B), in agreement with the results obtained from microarray and RNA-sequencing 285	  

analyses in WT thymocytes retrieved from the ImmGen database. However, our qChIP 286	  

analyses revealed MYB binding to Eδ and Eγ in Rag2-/- but not in Rag2-/-xβtg thymocytes, 287	  

whereas no MYB binding to Eα and Oct2 exon was detected (Figure 2C). These data 288	  

indicate that binding of MYB and RUNX1 to Eδ and Eγ correlates with the levels of Tcrd 289	  

and Tcrg transcripts in DN3a and DP thymocytes, indicating that the efficient recruitment 290	  

of these factors during thymocyte development is directly involved in the enhancer-291	  

dependent transcription of these loci. 292	  

Pre-TCR signaling controls the differential recruitment of RUNX1 and MYB to 293	  

Eδ /Eγ  in DN3a and DP thymocytes 294	  

To evaluate whether pre-TCR signaling triggers transcriptional Tcrd silencing as it 295	  

does for Tcrg (6), we quantified Cδ and Cγ transcripts in thymocytes from Rag2-/-xEα-/- 296	  
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mice during DN3a to DP differentiation upon CD3ε mAb injection (Figure 2D). This 297	  

treatment promotes efficient thymocyte differentiation in the absence of TCR 298	  

rearrangements. The usage of Rag2-/-xEα-/- mice permits the analysis of Tcrd transcription 299	  

in the absence of Eα activation. Progressive DN3a to DP differentiation was evaluated by 300	  

flow cytometry (Figure S1). Both Cδ and Cγ transcripts were largely abrogated 24 h after 301	  

mAb injection, remaining stably inhibited. Interestingly, inhibition of Cδ and Cγ 302	  

transcription corresponded to that of Runx1 and Myb (Figure 2D). Our results indicated that 303	  

Tcrd and Tcrg transcriptional silencing and inhibition of Runx1 transcription occur very 304	  

close temporally during the maturation of DN3a to DP thymocytes as a consequence of pre-305	  

TCR signaling. Because the levels of Myb transcripts remain high during DN-to DP 306	  

differentiation (www.immgen.org and Figure 2B), an abrupt decrease in Myb transcription 307	  

in the Rag2-/-xEα-/- thymocytes after CD3ε mAb injection was not expected (Figure 2D). At 308	  

later developmental stages, in SP thymocytes and peripheral T cells, Myb transcription is 309	  

strongly inhibited (www.immgen.org), becoming active again when resting T lymphocytes 310	  

are stimulated by exposure to antigen or mitogens (40, 41). Although there are obvious 311	  

similarities between the biological results of the pre-TCR, CD3 and the TCRαβ complexes 312	  

in activating and inhibiting transcription of specific genes, fundamental differences must 313	  

exist to explain the different consequences observed upon signaling mediated by these 314	  

complexes during β- and positive selections and T-cell stimulation, including those on Myb 315	  

transcription. Corresponding with the inhibition of Runx1 and Myb transcription, the 316	  

binding of RUNX1 and MYB to Eδ and Eγ was strongly inhibited in DP cells (Figure 2E), 317	  

indicating that the recruitment of RUNX1 and MYB to Eδ/Eγ correlates perfectly with 318	  

enhancer activity. 319	  
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To investigate the molecular mechanism that controls Eδ and Eγ activity during β-320	  

selection through the regulated recruitment of RUNX1 and MYB, we used SCID.adh cells 321	  

(25). These cells have a DN3a phenotype and differentiate into DN4 thymocytes via 322	  

treatment with P+I (17, 42), constituting an excellent cellular model to study pre-TCR 323	  

signaling (25). We found that Cα transcripts were absent in non-stimulated (NS) cells and 324	  

strongly induced in P+I-treated cells, whereas Cδ transcripts were highly present in both 325	  

NS and stimulated cells, with no differences between 24 and 48 h of stimulation (Figure 326	  

3A); these results are similar to those obtained in Rag2-/- and Rag2-/-xβtg thymocytes 327	  

(Figure 2A). In agreement with IL-7R-dependent Tcrg transcription and pre-TCR-328	  

dependent Tcrg silencing (6, 12, 14, 43, 44), Cγ transcripts were strongly induced upon IL-329	  

7 treatment (Figure 3B), whereas P+I treatment inhibited IL-7-activated Cγ transcription 330	  

(Figure 3C). These results indicated that SCID.adh cells are a good cellular model to assay 331	  

pre-TCR and IL-7R signaling for the study of germline Tcra, Tcrd and Tcrg transcription 332	  

during DN3a to DN4 development. Consistent with the data obtained in mouse thymocytes 333	  

from CD3ε-mAb-injected mice (Figure 2D), Runx1 and Myb transcription was inhibited in 334	  

P+I-stimulated SCID.adh cells, with Runx1 and Myb transcripts being more abundant than 335	  

those of Runx3 in NS cells (Figure 3D-E). Hence, stimulation of SCID.adh cells also 336	  

reproduces the regulation of Runx1 and Myb transcription by pre-TCR signaling during 337	  

thymocyte development. In accordance with Runx1 and Myb transcription, the binding of 338	  

RUNX1 and MYB to Eδ and Eγ was strongly inhibited upon cell stimulation, whereas no 339	  

relevant binding to the Oct2 exon was observed (Figure 3F). These results confirm those 340	  

obtained in mouse thymocytes, indicating that pre-TCR signaling provokes the loss of 341	  
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RUNX1 and MYB binding from Eδ and Eγ, correlating perfectly with the Tcrd and Tcrg 342	  

transcriptional silencing observed during β-selection. 343	  

Mutual regulation of Runx1 and Myb expression controls Tcrd and Tcrg transcription 344	  

Previous functional data suggesting an essential role for Runx and Myb factors in 345	  

the regulation of Tcrd and Tcrg transcription were based on the consequences of destroying 346	  

their binding sites (31, 32, 38, 39, 45, 46). To formally probe RUNX1 and MYB 347	  

involvement in the regulation of Tcrd and Tcrg transcription, we inhibited their 348	  

transcription by transducing SCID.adh cells with shRunx1- or shMyb-RNA lentiviruses 349	  

(Figure 4A-B). Consistent with the participation of these TFs in the core transcriptional 350	  

regulatory circuit (CRC) of T-cell acute lymphoblastic leukemia (T-ALL) cells (47-50), we 351	  

observed subtle and mutual inhibition of Runx1 and Myb transcription, whereas that of the 352	  

control Ubb was unaffected. Interestingly, inhibition of either Runx1 or Myb transcription 353	  

significantly inhibited that of Cδ and Cγ. The same results were confirmed using two 354	  

different shRunx1- and shMyb-RNAs. These data demonstrate essential roles for RUNX1 355	  

and MYB in activating Tcrd and Tcrg transcription in DN3a thymocytes. 356	  

Notch signaling induces Runx1 transcription in parallel to that of Tcrd and Tcrg in 357	  

thymocytes 358	  

NOTCH1 signaling is regulated during thymocyte development, as it is strong in 359	  

mouse DN1-DN3a thymocytes and sharply downregulated by pre-TCR signaling (1). To 360	  

activate this pathway, NOTCH1 interacts with its ligands to provoke proteolytic cleavage 361	  

of the receptor intracellular domain (ICN1), which travels to the nucleus to activate 362	  

transcription of target genes through its binding to the TF RBPJκ, previously bound to 363	  
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DNA. In agreement with the inhibition of Notch1 transcription, as well as that of its target 364	  

Hes1, during thymocyte transition from DN3a to DP (www.immgen.org), we observed 365	  

strong inhibition of Notch1 and Hes1 transcription in thymocytes from Rag2-/-xβtg and 366	  

CD3ε mAb-injected Rag2-/- mice compared to that in those of control Rag2-/- mice (Figure 367	  

5A-B). To evaluate a possible effect of Notch signaling on Tcrd and Tcrg transcription, we 368	  

transduced E14.5 Rag2-/-xβtgxEα-/- DN thymocytes with MigR retroviruses directing the 369	  

expression of GFP alone (GFP) or ICN1 and GFP together (ICN1) cultured on OP9 cell 370	  

monolayers (Figure S2A). As shown in Figure S2A, GFP-transduced GFP+ thymocytes 371	  

remained DN, whereas ICN1-transduced GFP+ thymocytes differentiate to DP thymocytes 372	  

(26, 27). We used Rag2-/-xβtgxEα-/- thymocytes to avoid any interference derived from Eα 373	  

activation of Tcrd transcription (Figure 2A) and analyzed transcription in GFP+ DN 374	  

thymocytes transduced with GFP or ICN1 retroviruses (Figure 5C). Consistent with 375	  

NOTCH1-dependent transcriptional autoregulation (16), Notch1 transcription was higher in 376	  

GFP+ DN thymocytes transduced with ICN1 retroviruses than that in those transduced with 377	  

GFP retroviruses. Interestingly, we observed a significant increase in Runx1 transcription 378	  

together with a strong induction of Cδ and Cγ transcription in ICN1-transduced DN 379	  

thymocytes, indicating that Tcrd and Tcrg respond positively to NOTCH1 signaling. No 380	  

significant effect on Myb transcription was detected in ICN1-transduced DN thymocytes. 381	  

Exposure of T cell progenitors to cell-bound Notch ligands of the Delta-Like family 382	  

can drive T lineage development on OP9 cultures (26). To confirm our observations at a 383	  

physiological level of Notch signaling, we analyzed the effect of activating endogenous 384	  

Notch via Delta-Like 1 (DL1) by coculturing E14.5 Rag2-/-xβtgxEα-/- thymocytes on OP9 385	  

or OP9-DL1 cell monolayers (Figure S2B). As shown in Figure S2B, DN thymocytes 386	  
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cultured on OP9 monolayers remain DN, whereas those cultured on OP9-DL1 monolayers 387	  

can differentiate into DP thymocytes (26). DN thymocytes from OP9 and OP9-DL1 388	  

cocultures were cell sorted and analyzed (Figures 5D and S2B). In accordance with the 389	  

positive self-regulation of Notch (16), Notch1 transcription was induced by DL1-mediated 390	  

Notch signaling. Interestingly, we found a strong induction of Cδ and Cγ transcripts 391	  

together with an increase in Runx1 transcription in DN thymocytes cultured on OP9-DL1 392	  

monolayers compared to that of those cultured on OP9 monolayers, whereas no effect on 393	  

Myb transcription was observed. These results indicated that physiological levels of Notch 394	  

signaling can trigger the activation of Cδ and Cγ transcripts, supporting that Notch-395	  

dependent Runx1 transcription activates Tcrd and Tcrg transcription in DN thymocytes. 396	  

Thymocyte cultures on OP9 monolayers require the presence of IL-7 for cell 397	  

survival (26). Because we did not observe any Notch-dependent effect on Il7r transcription 398	  

in our thymocyte cultures (Figure S2C), these results suggest that the induction of Tcrd and 399	  

Tcrg transcription in DN thymocytes was not a consequence of any activating effect of 400	  

Notch signaling on Il7r transcription. To unequivocally evaluate the effect of Notch 401	  

signaling on Tcrd and Tcrg transcription in the absence of IL-7, we analyzed this in 402	  

SCID.adh cells. These cells reproduce pre-TCR-dependent downregulation of Notch1 and 403	  

Hes1 transcription upon P+I cell stimulation (Figure 5E). After cell transduction with ICN1 404	  

retroviruses, we observed a significant increase in Hes1 transcription in sorted GFP+ cells 405	  

together with the induction of Runx1, Myb, Cδ and Cγ transcripts (Figure 5F). Because the 406	  

experiments were performed in the absence of IL-7, these results indicated that Notch 407	  

signaling activates Runx1, Tcrd and Tcrg transcription independently of any effect 408	  

mediated via IL-7R. To reproduce the conditions of the natural DN3a thymocyte 409	  
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environment, we also evaluated the effect of ICN1 signaling on IL-7-activated Cγ 410	  

transcription in transduced SCID.adh cells. We found increased levels of Cγ transcripts in 411	  

IL-7-treated, ICN1-transduced SCID.adh cells compared to those in control-transduced 412	  

cells (Figure 5G). These results indicated that Notch signaling activates both basal and IL-413	  

7-activated Tcrg transcription. To further analyze the role of Notch signaling on Tcrd and 414	  

Tcrg transcription, we inhibited this signaling by treating SCID.adh cells with GSI DAPT. 415	  

Consistent with data obtained in ICN1-transduced SCID.adh cells, DAPT inhibited Hes1, 416	  

Runx1, Il7r, Cδ and both basal- and IL-7-induced Cγ transcription (Figures 5G-H and 417	  

S2D). Our results indicated that Runx1, Tcrd and Tcrg transcription are activated by Notch 418	  

signaling in DN3 thymocytes. 419	  

NOTCH1 signaling activates Eδ  and Eγ  420	  

To evaluate the effect of Notch signaling directly on Eδ and Eγ function, we 421	  

analyzed the effect of P+I- or ICN1-mediated signaling on enhancer activity using reporter 422	  

constructs in transiently transfected Jurkat cells (Figure 6), a well-established model for 423	  

studying T cell activation (51). Consistent with recent RNA-sequencing analysis (52), P+I-424	  

stimulation inhibited NOTCH1, HES1, RUNX1 and MYB transcription (Figure 6A), 425	  

resembling the observed effect of β-selection signaling in thymocytes and SCID.adh cells. 426	  

We compared the effect of P+I stimulation on Eδ-mediated LUC transcription by assaying 427	  

a 370-bp Eδ fragment (Eδ370) containing the seven described elements for protein binding: 428	  

δE1-δE7 (Figure 6B)(53). In accordance with previous data (31), the δE3 Runx and Myb 429	  

binding sites were both necessary for Eδ function because Eδ370 versions with point 430	  

mutations at any of these sites, EδmRunx and Eδ370mMyb, were inactive (Figure 6B-C). 431	  
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As expected (17), cell stimulation caused an activation of Eα-dependent LUC transcription 432	  

driven by the Traj49 promoter (Jα49p); however, it inhibited Eδ370 driven by the TRDV1 433	  

promoter (Vδ1p) (Figure 6C). These results are in concordance with the inhibitory effect of 434	  

P+I treatment on RUNX1 and MYB transcription (Figure 6A). To evaluate whether the 435	  

observed P+I-mediated Eδ inhibition is mediated by the essential RUNX1 and MYB 436	  

binding sites, we compared the activity of Eδ35, containing only the δE3 element, in 437	  

unstimulated and stimulated cells. We found that, in concordance with the decreased 438	  

RUNX1 and MYB transcription observed upon cell stimulation (Figure 6A), the activity of 439	  

Eδ35 was inhibited in P+I-treated cells (Figure 6C). To directly evaluate the effect of Notch 440	  

signaling on Eδ function, we analyzed the effect of ICN1 overexpression on Vδ1p-LUC 441	  

reporter constructs in the presence of different truncated versions of Eδ (Figure 6B). An 442	  

activating effect of ICN1 was observed on all tested Eδ fragments, including Eδ35 with no 443	  

RBPJκ binding sites (Figure 6D). As a positive control for ICN1 function, we used an LUC 444	  

reporter plasmid containing eight sites for RBPJκ, 8xRBPJκ, in tandem (Figure 6D). To 445	  

discard any possible effect of Notch on Vδ1p activity, we also analyzed the effect of ICN1 446	  

overexpression on the transcriptional activity of Eδ370 driven by the T early α promoter 447	  

(TEAp). We found that ICN1 efficiently activated transcription of the TEAp-LUC-Eδ370 448	  

construct without activating that of TEAp-LUC (Figure 6E). Although the constitutive 449	  

expression of NOTCH1 present in Jurkat cells makes it difficult to demonstrate the effect 450	  

of GSI (54), DAPT treatment significantly inhibited the activity of Vδ1p-Eδ370-LUC but 451	  

not that of Vδ1p-LUC (Figure 6F), supporting a positive effect of Notch signaling on the 452	  

regulation of Eδ function. The effect of ICN1 overexpression on Eγ function was evaluated 453	  
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using cfosp-LUC constructs in the presence of a 300-bp Eγ1 or Eγ4 fragment (Eγ300) 454	  

containing the four described elements for protein binding: NFγ1-4 (Figure 6G). Similar to 455	  

the effects of P+I-treatment and ICN1 overexpression on Eδ function, the activity of Eγ1 456	  

and Eγ4 was inhibited upon P+I cell stimulation (Figure 6H) and activated by ICN1 (Figure 457	  

6I). These data are consistent with the activation of both Eδ and Eγ by Notch signaling. 458	  

To confirm the observed effect of Notch signaling on enhancer function in a natural 459	  

chromatin context, we evaluated the effect of ICN1 by retroviral transduction of Jurkat 460	  

clones with a characterized human TCRD minilocus integrated within the genome (55). 461	  

This 22-kb minilocus consists of unrearranged Vδ1, Vδ2, Dδ3, Jδ1 and Jδ3 segments and 462	  

the TRDC exons, with Eδ located in its natural location in a 10.5-kb chromosomal fragment 463	  

(Figure 6J). Because the endogenous TCRD gene has been deleted by TCRA 464	  

rearrangements in these cells, there is no endogenous TCRD region to interfere with the 465	  

analysis of the transfected minilocus. Minilocus VD-to-J rearrangements in mouse 466	  

thymocytes and Cδ transcription depend on the presence of intact Eδ, whereas Eδ mMyb is 467	  

inactive in regard to both functions (38, 55). We transduced two characterized minilocus-468	  

containing clones, W7, with intact Eδ, and M20, with EδmMyb, and GFP and ICN1 469	  

retroviruses (Figure 6B,K). The W7 and M20 clones were selected as they both have two 470	  

copies of the transgene and a clear Myb-site–dependent Cδ transcriptional phenotype (55). 471	  

Transduced ICN1 increased HES1 transcription in the W7 and M20 clones. Strikingly, it 472	  

only induced Cδ transcription in W7 cells but not in M20 cells (Figure 6K). These results 473	  

indicated that Notch signaling can activate Eδ-dependent transcription when the enhancer is 474	  

located within its native chromosomal location. 475	  
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Notch-dependent recruitment of RUNX1 and MYB to Eδ  and Eγ  476	  

The fact that ICN1 signaling can activate Eδ and Eγ function (Figure 6D,H), 477	  

including Eδ35 with just the δE3 Myb and Runx binding sites, together with the effect of 478	  

ICN1 overexpression and DAPT treatment on Runx1 and Myb transcription (Figure 479	  

5C,F,H), suggest that Notch signaling activates these enhancers through the recruitment of 480	  

RUNX1 and MYB to their binding sites. To directly evaluate this possibility, we compared 481	  

the binding of these TFs to Eδ and Eγ by qChIP in NS and treated-DAPT SCID.adh cells 482	  

(Figure 7A). According to the DAPT-mediated effects observed on Runx1, Myb, Cδ and 483	  

basal Cγ transcription (Figure 5H), we found that the binding of RUNX1 and MYB to Eδ 484	  

and Eγ was strongly inhibited in DAPT-treated cells (Figure 7A). No binding of these TFs 485	  

to the Oct2 exon was detected. As a control for the DAPT treatment, we observed that it did 486	  

not alter the binding of CCCTF factor, CTCF, to Eα (Figure 7B). These results together 487	  

demonstrate that Notch signaling activates Eδ and Eγ-dependent transcription by favoring 488	  

the recruitment of RUNX1 and MYB to enhancer chromatin. 489	  

490	  
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DISCUSSION 491	  

The regulation of Tcrd/Tcrg and Tcra transcription and rearrangement during 492	  

thymocyte maturation depends on a developmental switch composed of Eδ/Eγ and Eα. Eδ 493	  

and Eγ activity depends on the occupancy of essential Runx and Myb binding sites in pre-494	  

β-selected DN thymocytes, with the factors bound to these sites dissociating during β-495	  

selection and thereby causing enhancer inactivation, which abrogates Tcrd and Tcrg 496	  

transcription in DP thymocytes (7, 20, 31, 32, 38, 39, 45, 46, 53). Here, we found that 497	  

Notch signaling activates Tcrd and Tcrg transcription by promoting the efficient 498	  

recruitment of RUNX1 and MYB to Eδ and Eγ in DN3a thymocytes, whereas both pre-499	  

TCR signaling and Notch inhibition cause the dissociation of bound RUNX1 and MYB 500	  

from these enhancers, resulting in inhibition of Tcrd and Tcrg transcription, thereby 501	  

deciphering the molecular mechanism for Tcrd and Tcrg silencing during β-selection. 502	  

Expression of TCRδ from successfully rearranged Tcrd present on extrachromosomal 503	  

circles and that of TCRγ chains from successfully rearranged Tcrg, in thymocytes and in 504	  

resting αβ T lymphocytes could interfere with the normal assembly of functional 505	  

TCRαβ (8). Furthermore, our findings reveal a novel molecular mechanism for gene 506	  

regulation by Notch signaling via the recruitment of RUNX1 and MYB to specific binding 507	  

sites (56). 508	  

RUNX1 and MYB are key members of the network for T cell programming, and, 509	  

consequently, their appropriate expression is tightly regulated (1). A NOTCH1-dependent 510	  

RUNX1/MYB axis controls hematopoietic stem cell development in mouse embryos (57). 511	  

The prevalence of this axis is less apparent at later developmental stages; however, as 512	  
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previously reported in leukemia cell lines such as SCID.adh (58-61), we observed a 513	  

positive effect of Notch signaling on Runx1 and Myb transcription in these cells. The 514	  

inhibitory effect of GSI on Runx1 and Myb transcription observed in SCID.adh cells is 515	  

accentuated by overexpression of PU.1, which interferes with Notch signaling (59, 60). 516	  

Furthermore, we observed the positive effect of Notch signaling on Runx1 transcription in 517	  

in vitro cultured embryonic DN thymocytes. These data together strongly indicate that 518	  

Notch signaling is involved in the regulation of Runx1 transcription in DN3a thymocytes. 519	  

In addition to the pivotal roles of these two factors during the thymocyte developmental 520	  

program, RUNX1 and MYB form part of the CRC for T-ALL cells controlling the gene 521	  

expression program responsible for lineage identity (47-49). Subtle decreases in the 522	  

transcription of the TFs that constitute the CRC for a particular lineage affect the mutual 523	  

binding of these factors to their own enhancers with very dramatic effects on cell survival 524	  

and identity (47-50). The NOTCH1-mediated regulation of Runx1 transcription described 525	  

here together with the RUNX1-mediated regulation of Notch1 and Myb transcription 526	  

recently described (50) suggest that NOTCH1 might also be a component of the CRC for 527	  

T-ALL cells. In support of this hypothesis, NOTCH1, RBPJκ and RUNX1 bind 528	  

simultaneously to RUNX1, MYB and NOTCH1 regulatory regions in T-ALL cells (62). 529	  

Consistent with the existence of a similar CRC in SCID.adh cells, our data show that subtle 530	  

decreases in the transcription of Runx1 or Myb result in mutual transcriptional inter-531	  

regulation between these two factors. The inter-dependent regulation between the 532	  

expression of Runx1 and Myb in SCID.adh cells might also contribute to the decrease in 533	  

both factors transcription observed by DAPT and P+I treatments. Our data indicate that 534	  

only Runx1 responds to Notch signaling in thymocytes, whereas Runx1 and Myb are 535	  
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activated by this signaling in SCID.adh cells. These results suggest that Runx1 is target of 536	  

Notch signaling, whereas the response of Myb to Notch and P+I in SCID.adh cells is the 537	  

consequence of the participation of RUNX1 and MYB in the CRC for T-ALL cells. 538	  

Although primary thymocytes and T-ALL cells share several aspects of their regulatory TF 539	  

networks, they differ in the transcriptional mechanisms that control specific genes, as seems 540	  

the case for the regulation of the gene for IL-7R. The human IL7R is accepted to be a direct 541	  

Notch target gene in human cell lines; however, no short-term Notch-dependent effect on 542	  

its transcription has been found in primary thymocytes (2, 62-64). Similarly, our results 543	  

also indicate that Notch signaling activates mouse Il7r transcription in SCID.adh cells but 544	  

not in primary thymocytes (Figures S2C and S2D), suggesting a conserved differential 545	  

regulation by Notch signaling of this gene in T-ALL cells and primary thymocytes in 546	  

humans and mice. 547	  

Our data indicate a Notch-dependent mechanism for controlling gene transcription 548	  

that acts by regulating the expression and access of RUNX1 and MYB to Eδ/Eγ. The 549	  

observed effect of Notch signaling on Eδ/Eγ activity could be indirect as consequence of 550	  

Notch-dependent activation of Runx1 transcription. In addition, RUNX1 displays a 551	  

context-dependent chromatin opening activity that permits its collaboration with different 552	  

TFs bound nearby (65). In fact, prior occupancy of the δE3 Runx site is required for stable 553	  

occupancy of its adjacent Myb and GATA-3 sites (55), and a similar dependence might 554	  

occur between factors bound to NFγ3 Runx and Myb sites. This structural role of RUNX1 555	  

explains the decreased MYB recruitment to Eδ and Eγ observed in Rag2-/-xβtg thymocytes 556	  

compared to that observed in Rag2-/- thymocytes in the absence of any decrease in Myb 557	  

transcription (Figure 2B-C) and most likely also accounts for the defective MYB 558	  
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recruitment to Eδ and Eγ detected in response to DAPT and P+I treatments due to the 559	  

mutual transcriptional regulation between both RUNX1 and MYB in SCID.adh cells, with 560	  

dramatic consequences on Tcrd and Tcrg transcription. In addition, the observed effect of 561	  

Notch signaling on Eδ/Eγ activity could be direct through the recruitment of RBPJκ to 562	  

enhancer chromatin. Interestingly, a functional combinatorial code formed by RBPJκ and 563	  

Runx sites in Notch signaling has been confirmed in Drosophila and vertebrates (56). Our 564	  

reporter analyses assaying the effect of Notch signaling on the activity of δE3, in the 565	  

absence of RBPJκ binding sites, do not rule out a possible implication of this TF in the 566	  

regulation of Eδ/Eγ activity in the context of native chromatin at the endogenous loci.  In 567	  

fact, we have validated conserved binding sites for RBPJκ in Eδ, Eδ5/6, located between 568	  

δE5 and δE6, and Eγ, located between NFγ1 and NFγ2, NFγ1/2 (Figure S3). Although no 569	  

binding of ICN1 has been detected to these enhancers by ChIP-seq experiments in thymic 570	  

γδ T cells (66), ICN could be transitorily recruited to Eδ/Eγ through RBPJκ inducing a 571	  

conformational change in the enhanceosomes associated with augmented binding of 572	  

RUNX1 and MYB to δE3 and NFγ3. This Notch and RUNX1-dependent scenario for the 573	  

activation of Eδ/Eγ resembles in some aspects to that described for the regulation of Bcl11b 574	  

during thymocyte development, in which TCF-1, GATA-3 and Notch control gene 575	  

competence to be turned on, whereas RUNX1 controls the levels of gene expression 576	  

independently of ICN recruitment (67). In addition, the non-canonical RBPJκ-independent 577	  

Notch pathway could be involved in Eδ/Eγ regulation (68). Although RUNX1 is the 578	  

dominant Runx factor present in DN2/3a thymocytes, the ratio of Runx1/Runx3 transcripts 579	  

is reversed in γδ T lymphocytes (www.immgen.org), suggesting that an interchange 580	  

between these two TFs might occur between DN2/3a thymocytes and γδ T lymphocytes to 581	  
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guarantee Eδ/Eγ activity in the latter cells. In fact, RUNX3 can substitute for RUNX1 in 582	  

regulating Tcrg transcription (20).  583	  

Previous data have established that Notch signaling is involved in modulating αβ 584	  

versus γδ T cell determination through differential signal strength with opposite outputs in 585	  

humans and mice (69). Strong Notch signaling on uncommitted T cell precursors promotes 586	  

γδ T cell development in humans and αβ T cell development in mice (2). These different 587	  

effects depend on the cell stage that receives strong Notch signaling during thymocyte 588	  

development (69). Our results show that Notch signaling activates transcription of the 589	  

murine Tcrd and Tcrg genes in mouse cells, primary thymocytes and SCID.adh cells, and 590	  

the human TCRD minilocus in human Jurkat cells could constitute a first level of regulation 591	  

common between humans and mice prior to γδ- and β-selection processes, whereas a 592	  

second level of regulation with temporal differences between the two species could operate 593	  

via the pre-TCR- and TCRγδ-selection processes in synergism with Notch signaling later in 594	  

development (2).595	  
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DL1, Delta-Like 1; DN, double negative; DP, double positive; E14.5, embryonic d 14.5; 609	  

Eα, Tcra enhancer; Eδ, Tcrd enhancer; Eγ, Tcrg Eγ4 enhancer; GSI, γ-secretase inhibitor; 610	  

ICN1, intracellular NOTCH1; LUC, firefly luciferase gene; NS, non stimulated; P+I, PMA 611	  

+ ionomycin; PCR, polymerase chain reaction; Rag2-/-xβtg, Rag2-/- x Tcrb transgene; 612	  

qChIP, quantitative chromatin immunoprecipitation; RT-qPCR, quantitative reverse 613	  

transcription polymerase chain reaction; SP, single positive; T-ALL, T-cell lymphoblastic 614	  

leucemia; TEAp, T early α promoter; TF, transcription factor; Vδ1p, TRDV1 promoter. 615	  
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FIGURE LEGENDS 848	  

Figure 1. TCR gene rearrangements during thymocyte development, and Tcra/Tcrd 849	  

and Tcrg genomic structure. (A) Representation of thymocyte maturation depicting the 850	  

thymocyte stages and TCR gene rearrangements. Thymus is represented as a light grey 851	  

rectangle. β, γδ and positive selection, depending on the expression of pre-TCR, TCRγδ or 852	  

TCRαβ, respectively, are indicated. Intensities of Notch and IL7R signaling are indicated. 853	  

Thymocyte maturation to αβ and γδ T lymphocytes is represented by the transition from 854	  

white to grey, as indicated. Genomic structure of mouse Tcra/Tcrd (B) and Tcrg (C) loci. 855	  

V, D and J segments are represented as vertical rectangles, and recombination signal 856	  

sequences are shown as triangles. Constant regions are represented as horizontal rectangles. 857	  

Promoters and enhancers are represented as diamonds or circles, respectively. Arrows 858	  

represent active sites for germline transcription. In DP thymocytes, the Tcrd gene is located 859	  

in an extrachromosomal circle. 860	  

Figure 2. Tcrd and Tcrg transcription is directly linked to the recruitment of RUNX1 861	  

and MYB to Eδ  and Eγ  during β-selection. (A) Cα, Cδ and Cγ transcription in Rag2-/-, 862	  

Rag2-/-xβtg, Rag2-/-xEα-/- and Rag2-/-βtgxEα-/- thymocytes  (n=6-7). (B) Runx1, Runx3 and 863	  

Myb transcription in Rag2-/- and Rag2-/-xβtg thymocytes (n=5-11). (C) Binding of RUNX1 864	  

and MYB to Eδ, Eγ, Eα and Oct2 sequences in Rag2-/- and Rag2-/-xβtg thymocytes (n=5-9). 865	  

(D) Cγ, Cδ, Runx1 and Myb transcription in Rag2-/-xEα-/- after CD3ε mAb injection at the 866	  

indicated times (n=3). (E) Binding of RUNX1 and MYB to Eδ, Eγ, Eα, and Oct2 867	  

sequences in Rag2-/-xEα-/- and CD3ε mAb injected Rag2-/-xEα-/- thymocytes (n=3). The 868	  

data represent the mean ± SEM of duplicate results obtained from n independent 869	  
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experiments. Significance between the obtained values as indicated or relative to control 870	  

Rag2-/-xEα-/- thymocytes (D) is shown. 871	  

Figure 3. Stimulation-dependent differential recruitment of RUNX1 and MYB to Eδ  872	  

and Eγ  in SCID.adh cells. (A) Cα and Cδ transcription in NS and P+I-stimulated cells 873	  

after 24 and 48 h (n=7). (B) Cγ transcription in the absence (-) or presence of IL-7 after 24 874	  

and 48 h (n=10). (C) Cγ transcription in NS and P+I-stimulated cells in the absence (-) or 875	  

presence of IL-7 for 48 h (n=4). (D) Runx1 and Myb transcription in NS or P+I-stimulated 876	  

cells after 24 h and 48 h (n=5). (E) Runx, Runx3 and Myb transcription in NS cells (n=5). 877	  

(F) Binding of RUNX1 and MYB to Eδ, Eγ and Oct2 exon sequences in NS and P+I-878	  

stimulated cells (n=12). The data represent the mean ± SEM of duplicate results obtained 879	  

from n independent experiments. Significance between the obtained values as indicated is 880	  

shown. 881	  

Figure 4. Mutual regulation of RUNX1 and MYB controls Tcrd and Tcrg 882	  

transcription. Runx1, Myb, Cδ, Cγ and Ubb transcription upon Runx1 downregulation in 883	  

SCID.adh cells transduced with shRunx1- (A) or shMyb- (B) containing lentiviruses (n=5-884	  

8). The data represent the mean ± SEM of duplicate results obtained from n independent 885	  

experiments. Significance between the obtained values relative to cells transduced with 886	  

control pLKO.1 lentiviruses is shown. 887	  

Figure 5. Notch signaling induces Runx1, Tcrd and Tcrg transcription in DN 888	  

thymocytes and SCID.adh cells. (A) Notch1 and Hes1 transcription in Rag2-/- and Rag2-/-889	  

xβtg thymocytes (n=4). (B) Notch1 and Hes1 transcription in Rag2-/-xEα-/- thymocytes after 890	  

CD3ε mAb injection at the indicated times (n=3). (C) Notch1, Runx1, Myb, Cδ and Cγ 891	  



	   41	  

transcription in DN thymocytes from E14.5 Rag2-/-xβtgxEα-/- mice transduced with GFP or 892	  

ICN1 retroviruses cultured on OP9 cells (n=3). (D) Notch1, Runx1, Myb, Cδ and Cγ 893	  

transcription in DN thymocytes from E14.5 Rag2-/-xβtgxEα-/- mice cultured on OP9 cells or 894	  

OP9-DL1 cells (n=3). (E) Notch1 and Hes1 transcription in NS or P+I stimulated SCID.adh 895	  

cells for 24 or 48 h (n=6). (F) ICN1, Hes1, Runx1, Myb, Cδ and Cγ transcription in 896	  

SCID.adh cells transduced with GFP or ICN1 retroviruses (n=7). (G) Cγ transcription in 897	  

SCID.adh cells transduced with GFP or ICN1 retroviruses (n=7) or treated or not with 898	  

DAPT for 24 h in the absence or presence of IL-7 (n=3). (H) Hes1, Runx1, Myb, Cδ and Cγ 899	  

transcription in SCID.adh cells untreated or treated with DAPT for 24 or 48 h (n=15). The 900	  

data represent the mean ± SEM of duplicate results obtained from n independent 901	  

experiments. Significance between the obtained values relative to control Rag2-/-xEα-/- 902	  

thymocytes (B) or as indicated is shown. 903	  

Figure 6. NOTCH1 signaling activates transfected Eδ  and Eγ  in Jurkat cells. (A) Gene 904	  

transcription in NS and P+I stimulated cells after 24 and 48 h (n=6). (B) Structure of Eδ 905	  

indicating the location of the δE1-to-δE7 elements and the binding sites for RUNX1 and 906	  

MYB at δE3 and their mutant versions. (C) Eδ activity upon P+I-cell stimulation for 24 h 907	  

(n=6). (D) Eδ activity upon ICN1 overexpression in Vδ1p-driven LUC constructs (n=8). 908	  

(E) Eδ activity upon ICN1 overexpression in TEAp-driven LUC constructs (n=5). (F) Eδ 909	  

activity upon DAPT treatment (n=8). (G) Structure of Eγ1 and Eγ4 indicating the location 910	  

of the NFγ1-to-NFγ4 elements and the binding sites for STAT5 at NFγ2 and for RUNX1 911	  

and MYB at NFγ3. (H) Eγ1 and Eγ4 activity upon P+I-cell stimulation for 24 h (n=6). (I) 912	  

Eγ1 and Eγ4 activity upon ICN1 overexpression in cfosp-driven LUC constructs (n=6). (J) 913	  
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Structure of transfected human TCRD minilocus constructs containing WT or mutant 914	  

versions of Eδ present in the W7 and M20 clones. V, D and J segments and TRDC exons 915	  

are represented as black boxes. WT δE1-δE7 and mMyb δE3 elements are indicated as 916	  

open and closed boxes, respectively. (K) ICN1, HES1 and Cδ transcription in clones 917	  

transduced with GFP or ICN1 retroviruses (n=3). The data represent the mean ± SEM of 918	  

duplicate results obtained from n independent experiments. Significance between the 919	  

obtained values as indicated is shown. 920	  

Figure 7. Notch-dependent recruitment of RUNX1 and MYB to Eδ  and Eγ . (A) 921	  

Binding of RUNX1 and MYB to Eδ, Eγ and Oct2 sequences (n=8), and (B) CTCF to Eα 922	  

(n=3) in SCID.adh cells NS or DAPT-treated for 24 h. The data represent the mean ± SEM 923	  

of duplicate results obtained from n independent experiments. Significance between the 924	  

obtained values as indicated is shown. 925	  


