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INTRODUCCION

1 INTRODUCCION

1.1 EL SISTEMA INMUNE.

Los seres vivos estin expuestos constantemente a una gran cantidad de
microorganismos y sustancias ajenas al organismo potencialmente dafiinas. Para hacer
frente a estos peligros, los vertebrados poseen una variedad de mecanismos de defensa
conocidos como el sistema inmune. Desde el nacimiento, poseen barreras no especificas
que son efectivas contra una gran cantidad de microorganismos, conocidas en conjunto
como inmunidad innata. También existe la inmunidad adquirida o adaptativa, que es
especifica para microorganismos o moléculas particulares y se desarrolla a lo largo de la
vida del individuo, en respuesta a retos de patégenos.

Las barreras que conforman la inmunidad innata son anatdmicas (como la piel),
fisiolégicas (como la temperatura, pH, tensién de oxigeno, y factores solubles como
complemento, lisozimas, etc.), y fagociticas; la fagocitosis es un proceso por medio del cual
un material particulado es engullido por una célula, y la llevan a cabo células especializadas
conocidas como fagociticas, que son de origen mieloide, como macrofagos y neutréfilos.

La inmunidad adaptativa tiene caracteristicas que la diferencian de la inmunidad
innata. La respuesta inmune en este caso es especifica contra el patégeno, es decir, se
genera una gran diversidad en la capacidad de reconocimiento de moléculas extrafias y el
sistema inmune discrimina moléculas propias de extrafias. Ademds se genera memoria
inmunolégica, gracias a la cual la respuesta inmune sera mas rapida y efectiva en un
segundo encuentro con el patégeno. Las células mas importantes para montar una respuesta
adaptativa son los linfocitos T y B. Estas células tienen receptores de superficie muy
diversos que les permiten reconocer moléculas extrafias. Cuando dichos receptores se unen
a un antigeno con la suficiente afinidad por el receptor, los linfocitos se activan y
proliferan, dando como resultado una progenie que expresa €l mismo receptor (clona); a
este proceso se le conoce como seleccion clonal y es el principio central en la funcién de
los linfocitos.

Los linfocitos B se desarrollan en 1a médula ésea y una vez activados, se diferencian
a linfocitos B de memoria, capaces de responder rapidamente al encontrar por segunda vez

el antigeno, y a células plasmaticas, que producen los anticuerpos, proteinas solubles que se
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unen al antigeno y pueden desencadenar respuestas especificas por parte de otras células
del sistema inmune. Su receptor de membrana especifico (BCR) es de hecho un anticuerpo
anclado a la membrana por una porcién transmembranal.

Los linfocitos T expresan un receptor conocido como TCR, y reconocen en otras
células péptidos asociados a la molécula del MHC (complejo mayor de
histocompatibilidad). Los linfocitos T se dividen en dos subpoblaciones: linfocitos T
ayudadores y linfocitos T citotéxicos. Los linfocitos T ayudadores se caracterizan por
expresar una glicoproteina de membrana llamada CD4 y reconocen péptidos asociados a
moléculas del MHC tipo II; al ser activados secretan citocinas, proteinas solubles capaces
de regular la actividad de otras células del sistema inmune. Cabe mencionar que distintos
patrones de expresion de citocinas resultan en diferencias cualitativas en cuanto al tipo de
respuesta. Los linfocitos T citotéxicos expresan la glicoproteina CD8 y reconocen péptidos
asociados a moléculas del MHC tipo I, una vez activados, destruyen células propias
alteradas, como aquellas que han sido infectadas por un parésito intracelular o que se han
transformado y son potencialmente cancerosas.

Los receptores BCR y TCR, con capacidad de reconocer una gran diversidad de
antigenos, surgen como resultado de rearreglos al azar de segmentos de los genes para estas
proteinas. En el caso de los linfocitos T, este proceso se lleva a cabo en el timo, donde
ademas se define el fénotipo del linfocito T y se eliminan las clonas capaces de reaccionar
con autoantigenos que podrian provocar una respuesta inmune contra células propias del
organismo (autoinmunidad).

Las células NK (Natural Killer, de origen linfoide) no expresan receptores variables
para antigenos. Estas células son capaces de matar a ciertas células tumorales, y son
importantes en la inmunidad innata contra virus y otros patégenos intracelulares, asi como
en la citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpos. Una subpoblacién de
linfocitos T CD4+ expresa un marcador de células NK, la proteina NK 1.1. Estos linfocitos,
conocidos como linfocitos T CD4 NKI1.1, expresan TCR con variabilidad limitada,
responden a moléculas parecidas a las del MHC de clase I, y son los productores
principales de ciertas citocinas (como Interleucina 4) en las fases tempranas de la respuesta

inmune.
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1.2 EL TIMO Y EL DESARROLLO DE LOS LINFOCITOS T
1.2.1 Anatomia del timo.

El timo es un 6rgano linfoide primario ubicado en la porciéon anterosuperior de la
cavidad toracica, sobre el corazdn, en la linea media del cuerpo. Es un 6rgano aplanado y
bilobulado; cada 16bulo esta rodeado de una capsula y dividido en lobulillos, separados
entre si por tejido conectivo conocido como trabécula. Contiene gran cantidad de linfocitos
T en desarrollo (timocitos) que se mueven a través del estroma timico, el cual esta formado
de células epiteliales, células provenientes de la médula 6sea (macréfagos y células
dendriticas), fibroblastos y tejido conectivo. Las células epiteliales forrnan una porcién
impoﬁzmte del estroma timico, a diferencia de los 6rganos linfoides secundarios, en los que
el estroma esta formado por células derivadas del mesénquima.

El estroma timico surge durante el desarrollo embrionario a partir de las capas endo-
y ectodérmicas de la tercera bolsa faringea y el tercer arco branquial, a partir del décimo dia
de desarrollo embrionario en ratones [111]. El timo rudimentario del embrién pronto se ve
poblado por gran variedad de células de diversos linajes, como timocitos, células
dendriticas y macréfagos. La llegada de estas células provee las sefiales necesarias para la
organizacién de las células epiteliales timicas en una estructura reticular caracteristica del
timo que, a diferencia de muchos otros érganos, no presenta una membrana basal [111]. En
humanos, el timo esta completamente desarrollado antes del nacimiento y su crecimiento
continua hasta la pubertad, para después atrofiarse lentamente: en nifios puede llegar a
pesar hasta 70 gramos, mientras que en ancianos no es raro que pese solo 3 gramos; sin
embargo la eficiencia en produccion de linfocitos T por gramo de tejido se mantiene mas o
menos constante durante la vida del individuo, independientemente del tamaiio del pool de
linfocitos en la periferia y de los antigenos presentes [21].

La funcién principal del timo como érgano linfoide primario es proveer el micro
ambiente necesario para lograr la maduracién de los linfocitos T hasta que éstos posean una
especificidad antigénica determinada y sean inmunocompetentes, es decir, capaces de
montar una respuesta inmune. Los timocitos en distintos estadios de diferenciacién
influencian la organizacién tipica de los micro ambientes timicos; en otras palabras los
timocitos regulan la expansién y posicionamiento de las células epiteliales en los distintos

micro ambientes {111]. Los micro ambientes en donde se lleva a cabo el desarrollo de los
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timocitos se diferencian por su localizacién dehtro del timo en dos zonas: la corteza y la
médula, separados por la unién cortico-medular y caracterizados por las subpoblaciones de
timocitos que se encuentran en estas zonas. Segin el patrén de expresion de moléculas de
superficie, los timocitos se dividen en Dobles Negativos (DN, CD4 CD8) y Dobles
Positivos (DP, CD4" CD8"), localizados en la corteza, y Positivos Sencillos (SP CD4"
CD8"), localizados en 1a médula.

1.2.2 Fase temprana en la diferenciacion de timocitos.

Los progenitores de los timocitos, o células estaminales, llegan desde la periferia
(médula 6sea o de higado durante el desarrollo fetal) al timo por la sangre, migrando a
través de los vasos para entrar al estroma en la unién cértico-medular. Se cree que la
llegada de estas células, asi como su migracién, se debe a la interacciéon de factores
quimioatrayentes que actian de forma soluble o unidos a la matriz extracelular (ECM),
compuesta de proteinas como colagena I y IV, laminina, fibronectina, vimentina y merosina
[5], cuya expresién depende de la localizacién dentro del timo. Los progenitores, una vez
dentro del timo, migran al espacio subcapsular, el mas externo dentro del lobulillo timico,
donde comienzan su proceso de maduracién.

En el humano, los progenitores de médula &sea se caracterizan por la presencia de
CD34, mientras que en el ratén se ha definido una poblacién de progenitores multipotentes
con el fenotipo Sca-1*, Thy 1.1°, c-kit*, Lin" (Lin se refiere a una serie de marcadores de
superficie restringidos segun el linaje). No esta claro atin que tan comprometidos estan los
precursores al linaje linfoide al salir de la médula 6sea, pues solo se ha podido aislar de la
meédula una poblacién con capacidad de producir linfocitos T y B, asi como células NK y
algunos tipos de célu_las dendriticas pero no células eritroides y mieloides [93].

En el timo de embriones de ratén se han detectado precursores capaces de formar
linfocitos T y B, asi como macrofagos [80], lo cual indica que el timo (al menos en el
desarrollo embrionario) contiene células estaminales multipotenciales. En el adulto, se
calcula que los precursores intratimicos se reemplazan a un ritmo de 2-3% al dia [29]. Una
vez en el timo, las células progenitoras, conocidas como triples negativos por no expresar
CD3 ni los correceptores (CD4 o CD8, ver mas adelante), pasan por un periodo de
proliferacion, y por una serie de estadios fenotipicamente distinguibles segin la expresién

de las moléculas de superficie CD25 y CD44. Ademas estos progenitores expresan IL-7R y
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CD117 o c-kit, un receptor con actividad de cinasa de tirosina cuyo ligando es el factor de
células estaminales (Stem Cell Factor o SCF) [4]. CD44 es una proteina que media la
adhesién de leucocitos a acido hialuréhico, y es expresada junto con CD117 en los
progenitores linfoides timicos recién llegados, en el primer estadio de los timocitos DN o
dobles negativos (estadio T1, ver figura 1.1). La cadena o del receptor para IL-2 (CD25)
comienza a expresarse en el segundo estadio de los DN (también conocidos como T2 o
células Pro-T) junto con CD44; no se sabe si la expresion transitoria de esta proteina
cumple alguna funcién en particular. En este estadio, los timocitos son inducidos a
proliferar y presentan un fenotipo parecido al de los linfocitos T maduros activados por
antigeno [131]; probablemente estos timocitos reciben sefiales de factores solubles como
IL-7 que los induce a sobrevivir y a hacer accesibles los genes necesarios para el rearreglo
VDJ (ver mas adelante) y SCF, que los induce a proliferar. En el siguiente estadio,
conocido como T3 o de células pequefias Pre-T tempranas, se dejan de expresar CD117 y
CD44. Estas células han comenzado a rearreglar el locus de la cadena B del TCR, y lo
expresan ensamblado con una cadena invariable conocida como pre-Tea, junto con CD3
(formado por una cadena 8, una y y dos €) y un homodimero de la cadena &. En el siguiente
estadio (T4 o células Pre-T tardias) dejan de expresar CD25 se seleccionan las células que
poseen una cadena 8 funcional del TCR (seleccidon ), las cuales maduran al estadio de
dobles positivos o DP (exprésan los correceptores CD4 y CD8, ver fig 1.1). Las células en
este estadio incrementan su tamafio y pasan por algunas rondas de replicacion. En un timo
murino adulto normal los timocitos DN representan aproximadamente del 5% al 10% del
total de timocitos.
1.2.3 Rearreglo de los genes del TCR

El TCR esta constituido por dos cadenas variables (o y B) asociadas al complejo
CD3, ademas durante el reconocimiento del antigeno participan, entre otras moléculas, los
correceptores CD4 y CD8. Las cadenas ¢ y 3 del TCR se dividen en dos dominios, uno
variable y uno constante; la intcraccién del TCR con el complejo péptido/MHC ocurre por
la regién variable, que estd en el extremo mas alejado de 1a membrana citoplasmatica.

Los genes que codifican la regiéon variable de las cadenas a y B se dividen en
segmentos V y J para la cadena oo y en segmentos V, D y J para la cadena PB. Las enzimas
codificadas por los genes activadores de la recombinaciéon (RAG), RAG-1 y RAG-2,
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rompen la hebra de DNA que es re-ligada eliminando las regiones no codificantes y los
segmentos que hubiera entre las sefiales de recombinacién unidas. Dado que hay muchos
segmentos V, D y J que pueden unirse al azar, la recombinacion es la base de la
variabilidad en el gen de las cadenas a y B del TCR, aunque existe otro proceso que genera
variabilidad: la diversidad en la region de unién (‘fjunctional diversity’’), generada al unirse
los segmentos V, D y J, pues en ese proceso se pueden afiadir y eliminar nucleétidos al
azar. Frecuentemente se producen proteinas no funcionales dada la variabilidad generada,
asi que los timocitos solo rearreglan la cadena o del TCR una vez que han producido una
cadena B funcional. La cadena B se expresa en la membrana celular acompaiiada de una
proteina constante llamada cadena pre-Ta (gp33), y transduce sefiales que promueven el
rearreglo de la cadena o, proceso conocido como seleccidon B, en el que solo sobreviven los
timocitos con un rearreglo efectivo de B. Los timocitos que sobreviven el proceso de
seleccién B (estadio T3 tardio y T4) se dividen unas 6 a 8 veces, tras lo cual se lleva a cabo
el rearreglo de la cadena o del TCR, la cual se dimeriza con la cadena B para formar el
TCR, que al principio se expresa en bajas cantidades en timocitos DP CD69'° (CD69 es una
lectina de tipo C de funcién desconocida, fig. 1.1). En caso de que el rearreglo obtenido no
sea funcional, se rearregla el gen correspondiente al otro cromosoma. Este proceso es muy
astringente, en cuanto a que solo se rearregla el gen del segundo cromosoma si no se
obtuvo una proteina funcional en el primer rearreglo; a este proceso se le conoce como
exclusién alélica, y asegura que un linfocito T determinado exprese receptores con cadenas
oy B unicas.

1.2.4 Procesos de seleccion de los timocitos.

Para que se dé el reconocimiento TCR-antigeno, la molécula del TCR tiene que
reconocer la molécula del MHC propio que asocian péptidos no propios unido a clla. La
autorreactividad se elimina ya que los linfocitos T son seleccionados durante su maduraciéon
en el timo [129]. Aquellos timocitos que expresan TCR. que no reconocen moléculas del
MHC propias asociadas a un péptido endégeno sufren un proceso apoptdtico conocido
como “muerte por negligencia”. Los timocitos con un TCR que reconoce moléculas del
MHC asociadas a un péptido enddgeno reciben sefiales de sobrevivencia (seleccién

positiva), pero si reconocen con alta avidez el MHC asociado a un péptido endégeno, los
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timocitos mueren por apoptosis (seleccion negativa) a fin de evitar procesos patolégicos
debidos al autoreconocimiento [69].

Aparentemente, el proceso de seleccidn positiva es responsable de comprometer a
los timocitos a un linaje determinado. Atn no se esclarece totalmente como se da la
eleccidn entre ambos fenotipos (CD4 o CDS8), pero se han propuesto varias teorias para
explicar este fenémeno. El modelo instructivo propone que cuando el TCR de un timocito
DP se une al complejo péptido/MHC, solo el correceptor adecuado se unira a la molécula
del MHC, dando una seiial para mantener la expresion de ese correceptor y disminuir la
expresion del otro. Este modelo asume que el timocito podra diferenciar el correceptor que
reconocié a la molécula del MHC. Un segundo modelo conocido como estocastico, sugiere
que uno de los dos correceptores se deja de expresar al azar; si el correceptor que se
continua expresando es capaz de reconocer a la molécula del MHC, se daran las seiiales
necesarias para la sobrevivencia en la seleccién positiva, pero si se mantiene la expresién
del correceptor incorrecto, el timocito morira por negligencia. Existe evidencia favorable
para apoyar ambos modelos. Un tercer modelo, conocido como de compromiso asimétrico,
sugiere que el compromiso hacia el linaje CD4 puede ser un proceso por omisién capaz de
llevarse a cabo incluso en ausencia de moléculas del MHC, mientras que el desarrollo de
timocitos CD8" dependera de sefiales determinadas [40].

1.2.5 Migracioéon de los timocitos hacia la periferia.

Los timocitos SP CD62L'" entran a la médula del timo para madurar hasta
convertirse en linfocitos T SP CD62" (ver fig. 1.1) que son exportados a la periferia,
sufriendo cambios en la expresién de moléculas de adhesién, de receptores de quimiocinas
(ver mas adelante) y de otras moléculas, entre las que cabe resaltar CD45, (fosfatasa de
tirosina con dominio transmembranal que se expresa en los linfocitos T). Estos cambios
probablemente promueven la migracidén de los linfocitos T naive a los ndédulos linfiticos,
proceso importante para mantener la homeostasis de linfocitos T en la periferia. Se estima
que aproximadamente un 95% de los timocitos muere en el timo durante los procesos de
seleccidén, y solo una pequefia proporcién se exporta a la periferia. Aproximadamente un
80% del total de timocitos mueren por negligencia, ya que no pueden reconocer moléculas

de MHC con un péptido. Se estima que cada dia un millén de timocitos nuevos salen del
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Figara 1.1: Distintas etapas en ¢l desarrollo de los timocitos. Unicamente s2 muestran Las moléculas de superficie
consideradas como las mils relevantes para definir of estadio en que se encuentran los imocitos. Un signo + represcata que
Ia molécula se expresa en 1a superfice celular. Hi representa una expresiéa alta en Ia superficie celular, mientras que Lo
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1.3 LA FAMILIA DE LAS CINASAS DE JANUS

En mamiferos se conocen cuatro miembros de la familia de cinasas de Janus (Jak):
- Jak1, Jak2, Jak3 y Tyk2. Sus pesos moleculares varian de 110 a 140 kDa. Jak3 se expresa
principalmente en células hematopoyéticas, pero €l resto de los miembros de esta familia se
expresan de manera mas generalizada. Se han encontrado mRNA para las Jaks en muchas
especies de vertebrados, incluidos aves y peces, € incluso se ha descrito una proteina
homédloga a las Jaks en Drosophila [11). También se han descrito homélogos de algunos
sustratos de las Jaks (proteinas llamadas STAT, Signal Transducers and Activators of
Transcription, ver mas abajo) en Dictyostelium [54], lo cual sugiere un origen evolutivo
muy antiguo de la via de sefializacién Jak-STAT.’
1.3.1 Estructura de los miembros de la familia de cinasas Jak

Estructuralmente, las proteinas de la familia Jak se dividen en tres regiones: la
amino-terminal (N), seguida de un dominio tipo cinasa (KL) inactivo y por iiltimo un
dominio de cinasa de tirosina (TK, figura 1.2). Los cuatro miembros de esta familia poseen
siete regiones de homologia, llamadas (del extremo carboxi- al amino-terminal) JH1 a JH7.
La regién N incluye las regiones JH3 a JH7, el dominio KL a JH2 y el dominio TK a JH1.
La regién N tiene aproximadamente 550 residuos de aminoacidos. Los primeros 200-250
residuos confieren la especificidad de unidn al receptor de citocinas (aproximadamente las
regiones JH7 y JH6). Secuencias en JH3 y JH4 tienen ciertas caracteristicas estructurales en
comun con los dominos SH2. Existe un dominio de banda 4.1 (denominado JEF) que se
extiende de JH7 a la mitad de JHA4. Se sabe que el dominio JEF puede mediar interacciones
intramoleculares, y se supone que podria tener un papel en la asociacion reportada de Jak2
con FAK y en la interaccién constitutiva entre Jak3 y Pyk2 [72]. Deleciones y mutaciones
puntuales en la regiéon N y en ¢l dominio KL cambian el estado de fosforilaciéon y actividad
de la cinasa, lo que sugiere que tanto N como KL contribuyen a la regulaciéon del dominio
TK [30]. La regién N, por ejemplo, podria influir en la accesibilidad de la porcién catalitica
de la enzima. Ademas, se ha demostrado con el uso de proteinas quiméricas que lo mas
importante para determinar la especificidad del sustrato de Jak es la localizacién de la
proteina Jak en el complejo receptor-cinasa (debido a su regién N) [60].

El dominio KL es muy similar al dominio de cinasa, pero le faltan motivos criticos

para la actividad catalitica. Diversos estudios en humanos y animales de experimentacién
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han sugerido que el dominio KI. puede tener funciones reguladoras en las proteinas Jak,
como el estabilizar una configuracién determinada de receptor-cinasa, regular
negativamente la cinasa, funcionar como un dominio de unidn a las proteinas STAT, etc.
[16] y [34].

La actividad maxima de las cinasas Jak se obtiene al fosforilar residuos de tirosina
conservados en todos los miembros de esta familia, localizados en un bucle de activacién
(bucle A) en el dominio TK [48]. En Jak3 se conocen dos tirosinas reguladoras localizadas

en este bucle (fig. 1.2): Y980, que actia como un regulador positivo, y Y981, que actia

como un regulador negativo [127].

N - KL TK

980 981
JH7 JH6 JHS JH4 JH3 JH2 JH1
Figura 1.2: Representacidn esquemaiatica de las proteinas Jak. Del lado izquierdo se
encuentra €l extremo N- terminal y del lado derecho se encuentra el extremo C- terminal.
1.3.2 Activacion de la via Jak-STAT
Entre las sefiales capaces de activar la via Jak-STAT destacaan las citocinas,
mediadores solubles intercelulares que comparten una estructura o—hélice y utilizan un
grupo de receptores estructuralmente relacionados. Esta familia de receptores esta formada
por polipéptidos con un inico dominio transmembranal y con motivos extracelulares
comunes importantes para la unién al ligando. No poseen actividad catalitica intrinseca,
pero se encuentran asociadas de manera constitutiva a las Jaks, cinasas capaces de
transducir el evento extracelular de unidn del ligando al receptor en una sciial intracelular.
En la regién intracitoplasmica proximal a la membrana, hay motivos ricos en prolina
importantes para la asociacion con las Jaks. Estas cinasas se acercan entre si debido a una
dimerizacién u oligomerizacién inducida por el ligando del receptor, o quiza por cambios
conformacionales inducidos por ligando de dimeros preexistentes [84]. Una vez activadas,

las cinasas Jak fosforilan residuos de tirosinas en los receptores asi como a otros sustratos,
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siendo los STAT los sustratos mas estudiados. Los STAT son reclutados a la proximidad de
las Jaks por su capacidad de unirse, por medio de un dominio SH2, al residuo de tirosina
fosforilado en el receptor de citocinas. Después de ser fosforilados, los STATs pueden
homo y/o heterodimerizarse, para luego translocars-e al nicleo, donde se unen a secuencias
especificas de DNA y activan la transcripcion de ciertos genes [25]. En la figura 1.3 puede
apreciarse de forma esquematica la activacién de la via Jak/STAT. Se conocen ademas
otras moléculas capaces de interaccionar con las proteinas Jak para mediar sus sefiales. Se
ha reportado la interaccién de muchas proteinas con las cinasas Jak, entre las que se
cuentan Shc, Grb2, SHP-2, Vav, IRS, Pyk2 y las moléculas adaptadoras transductoras de
sefiales (STAM). También se ha detectado la activacion de cinasas de la familia Srec (como
Fyn y Lck), y de JNK y la cinasa p38, aunque no se ha demostrado la relevancia in vivo de
tales eventos (revisado en Hofmeister [47]).

Se ha asociado a las proteinas Jak con otro tipo de receptores, como algunos
receptores para factores de crecimiento con actividad de cinasa de tirosina intrinseca, y de
manera especialmente relevante para el presente trabajo, con receptores de siete dominios
transmembranales acoplados a proteina G, como el receptor de angiotensina [68], de
serotonina [42], de la hormona estimulante de o-melanocitos {14}, y recientemente
descrito, con receptores de quimiocinas [115]. Ademas, se ha descrito la activacién de la
via Jak/STAT en respucsta a TNF, al choque osmético, a la estimulacién por MHC-1 y
CD40 (Revisado en Leonard [63]), asi como la asociacidn de Jak3 con la cadena £ del TCR.
Yy su activacion al estimular el TCR [107].

1.3.3 Regulacién de la via Jak-STAT |

En cuanto a la regulacién negativa, se ha demostrado que las fosfatasas SHP-1 y
SHP-2 (asi nombradas por que poseen dominios SH2 de unién a fosfotirosina) juegan un
papel central en la desactivacién del complejo receptor/Jak. Se ha detectado asociacién
directa de la fosfatasa SHP-1 con Jak2 y Tyk2 y de la fosfatasa SHP-2 con Jakl y Jak2, asi
como el reclutamiento de SHP-1 a motivos que contienen fosfotirosina en receptores de
citocinas activados [125]. En conjunto, estos datos indican que estas fosfatasas catalizan la
desactivacion de las cinasas Jak, asi como la defosforilacién de los motivos de unién a

STAT en la region citoplasmatica de los receptores.
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Se conoce también una familia de proteinas (CIS/JAB/SOCS/SS1) que modula
negativamente la sefializacién por citocinas por medio de un mecanismo de
retroalimentacién negativa: la expresié'n de estas proteinas, que también contienen
dominios SH2, es inducida por citocinas, y se ha demostrado que algunas de ellas regulan

negativamente las vias Jak/STAT, actuando en el receptor o en las Jak [31].

Existen otros mecanismos reguladores que podrian jugar un papel en la sefializacién -

por la via Jak/STAT. Se ha sugerido que para los receptores de citocinas, la internalizacién
y la sefializacién debida al receptor son procesos independientes; se ha demostrado con el
empleo de una proteina Jak2 mutante que no se puede unir al receptor de la IL-5, que la
internalizacién del receptor no depende de la actividad de la via Jak-STAT. Esto supondria
que la endocitosis del receptor no es una forma principal de regulacién de esta via [102].
No se considera que el sistema ubiquitina-proteasoma juegue un papel importante en la
- regulacién de la actividad de las cinasas Jak, ya que no se ha demostrado ubiquitinaciéon
directa de estas proteinas, aunque el uso de inhibidores dcl proteasoma da como resultado
una activacion prolongada de Jak [126]. La presencia de inhibidores de la sintesis de
proteinas como la cicloheximida provocan que la actividad de Jak2 se prolongue por horas,
lo que sugiere que se requiere una sintesis de proteinas mantenida para atenuar la sefial de
fosforilacion de las cinasas Jak [33]. La actividad de Jak2 también se prolonga en presencia
de inhibidores de la fosfolipasa C (PLC), lo cual sugiere un papel de la PLC o de lipidos

modificados por esta en la regulacidn negativa de Jak 2 [33].
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Figara 13:Via JaJSTAT de transduccién de sefiles. 1) Las enrimas de la familia Jak (mostradas en naragja) se
eacueniran asociadas constitutivamente en la porcién intracelular de los receptores (en verde). 2) La llegada del ligando
produce la asociacidn de las cadenas del receptor. 3) Ya en proximidad, las cinasas s transfosfonlan en residuos de
tirosina (esferas rojas), activindose. 4) Una ver activadas, fosforilan residuos de tirosina en ¢f receptor. Estos residuos,
finto con los residuos adyaceates, forman puntos de asociacidn para las proteinas STAT (en azul). 5) Por medio de m
domsinio SH2, las proteinas STAT se asocian a las cadenas del receptor. 6) Las enzimas Jak fosforilan residuos de tirosina
en las proteinas STAT, provocando la disociacida de las STAT fosforiladas del receptor. 7) Las proteinas STAT
fosforiladas interaccionan por medio de sus dominios SH2, homo o heterodimerizandose. El dimero es translocado al
aucleo. 8 Una vez en ef nucleo, el dimero de STAT fuaciona como ua activador de transcripeida de los geaes blanco.

TESIS COV
FALLA DE QRIGEN




INTRODUCCION

1.3.4 Activaciéon de Jak3 por Interleucina-7

La interleucina 7 (IL-7) es uxid citocina con funciones criticas en el desarrollo
linfoide. Esta proteina tiene una accidn trofica en precursores linfoides, manteniendo la
viabilidad de las células precursoras de manera independiente a la divisién celular [58]. La
IL-7 se descubrié en base a su actividad inductora de proliferacién en células pro-B
murinas [75). Se sabe ahora que la IL-7 tiene un papel fundamental en el desarrollo de-
linfocitos T y B en €l ratdn, y de linfocitos T, pero no B, en €l humano. Los tres primeros
estadios de desarrollo del linfocito T (pro-T1, T2 y T3, figura 1) requieren IL-7 para su
supervivencia [58]. - _

El timo es el 6rgano donde se encu;antra la mayor produccién de IL-7 [75]; se
presume que el tipo celular que la produce corresbonde al subtipo de células epiteliales
corticales [78]. El receptor para IL-7 consiste de dos componentes: una cadena que une a la
II.-7 (la cadena o o IL-7Ra), y la cadena yc, compartida con los receptores para IL-2, IL-4,
IL-9 e IL-15; ambas cadenas son miembros de la familia de receptores de citocinas de clase
II. Asociados a estas cadenas se encuentran Jakl (asociado a la cadena ) y Jak3 (asociado
a la cadena yc). El mecanismo de activacién de estas cinasas es probablemente el siguiente:
IL-7 se une de manera especifica a IL-7Ra, con lo que se promueve su heterodimerizacion
con yc, yuxtaponiendo Jak3 con IL-7Ra; Jak3 entonces fosforila a IL-7Ra y a Jakl; Jak3
también resulta fosforilado aunque no esta claro si se autofosforila o es fosforilado por
Jakl. Los residuos de tirosina fosforilados en las cadenas del receptor dan lugar a sitios de
anclaje para las proteinas STAT3 y STATS5 [88]. Es importante mencionar que la
eliminacién de las STATs no provoca cambios en el desarrollo timico, por lo que parecen
no ser indispensables para el desarrollo de timocitos [101].

La cadena o del receptor para IL-7 (IL-7R) es expresada en timocitos DN, pero no
en DP [97]. Es muy probable que la cadena IL-7Ra transduzca sefiales de supervivencia a
los timocitos DN y promueva su expansion; se ha observado que las seiiales mediadas por
IL-7R inducen la expresiéon de Bcel-2, una proteina antiapoptética de gran importancia en la
supervivencia de los timocitos. Bcl-2 se expresa en niveles altos en timocitos DN,
disminuyendo su expresién cn los DP para ser expresado nuevamente por los SP, en una
manera coincidente con la expresion de IL-7Ra. La pérdida de IL-7Ra en el estadio de DP

permitiria una eliminacién eficaz de aquellos timocitos que no se seleccionan. Ademas de

20



INTRODUCCION

inducir a Bcl-2, IL-7 juega un papel importante en la recombinacién V(D)J pues se ha
demostrado que timocitos fetales que no expresan IL-7 no son capaces de expresar los
genes Rag [73] y [20], y los ratones deficientes en yc o en Jak3 tienen una reduccién en la
recombinaciéon del ‘cluster 1 de TCRy [67]. Ademas, aparentemente IL-7 induce
desmetilacién del locus de TCRy, reacciéon que facilita el corte en la cadena de DNA
mediado por RAG (Revisado en [47])._

1.3.5 Fenotipo de los ratones Jak3 ;/-

Tanto los ratones deficientes en Jak3 (Jak3 -/-) como los deficientes en la cadena yc
(yc -/-) presentan nimeros muy reducidos de linfocitos B maduros en la médula dsea y en la
periferia. Dado que este fenotipo también se da en los ratones deficientes para IL-7 e IL-
7Ra, se postuldé que la deficiencia pudiera deberse a 1a falta de sefializacién por IL-7R. Este
defecto induce un bloqueo en los estadios pre-B y pro-B del desarrollo de los linfocitos B
[19]. Ademads, los ratones Jak3 -/- o yc-/- no tienen células NK, linfocitos T ¥ ni placas de
Peyer, y sus nédulos linfiticos son muy pequeiios y estan pobremente poblados [105; 103;
104; 106]. Se ha demostrado que IL-7 es necesaria para el rearreglo de la cadena y del TCR
[66], 1o cual explica la ausencia de linfocitos T y5. La cadena yc forma parte del receptor
para IL-15, citocina necesaria para la generacién de células NK, lo cual explica la falta de
estas células. Durante el desarrollo fetal en ratones IL-7Ra -/- o Jak3 -/- no es posible
detectar el rudimento que dard origen a las placas de Peyer, caracterizado en sus etapas mas
tempranas por la expresiéon de la molécula de adhesién VCAM-1 (CD106) en ciertos puntos
del intestino; aparentemente la IL-7 provee una seilal esencial para el desarrollo temprano
de la formacién del rudimento de las placas de Peyer, en el estadio VCAM-1+ [1].

El timo de los rat;:mes Jak3 -/- o yc-/- es hipoplasico, con una celularidad de
aproximadamente una centésima parte de la correspondientc a ratones normales. Sin
embargo, la diferenciacién de linajes de linfocitos T parece transcurrir normalmente de
acuerdo al anailisis de las subpoblaciones definidas por la expresion de CD4 y CDS8 ([105]
[28]). Es probable que, al menos en parte, ¢l fenotipo observado se deba a la imposibilidad
de los timocitos de responder a IL-7, dado el parecido de estos ratones con los IL-7 e IL-
7Ro -/- ([82; 117]). Se ha detectado que el nimero de timocitos Lin- c-Kit+ DN (los mas

tempranos) se encuentra reducido, lo cual indica que hay menos progenitores en el timo con
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respecto a un ratén normal [79]. Un analisis mas detallado de los timocitos DN demostré

que existe reduccién importante en las células entre los estadios T1 y T2 y los estadios T3 y

T4 [43]. Se ha demostrado un retraso en el desarrollo de los timocitos a partir del dia 15 de

gestacion; mientras que en ratones normales se detectan timocitos en el estadio DN T3

desde el dia 15, en ratones Jak3 -/- se detectan timocitos en ese estadio hasta el dia 16. Al

dia de gestacién 16 en ratones normales se detectan timocitos DP, mientras que en los-:
ratones Jak3 (-/-) se detectan hasta el dia 17 (fig. 1.4) [7]. En resumen, hay dos defectos en

el desarrollo de los linfocitos T. El primero es la reduccién en nimero de los timocitos DN

mas inmaduros, debida quiza a la ausencia de seiiales de sobrevivencia brindadas por IL-7

o bien a un reclutamiento deficiente de progenitores. El segundo es el retraso en la

maduracién de T2 a T3, quiza también debido a la ausencia de las sefiales de IL-7, hipétesis

apoyada por el hecho de que en ratones deficientes en la cadena yc y con expresion
constitutiva de Bcl-2 se observa una rccuperaciéon parcial en los nimeros de timocitos T3

[59]. Dado que los progenitores T1 normalmente no estan proliferando, y la proliferacion

en T2 y T3 es idéntica en ratones Jak3 -/- y normales, se propuso que el defecto podria

deberse al bloqueo en la llegada de progenitores al timo, pero la inyeccion directa al timo

de células de médula dsea de ratones Jak3 -/- no restauré el desarrollo normal de los

timocitos, lo que indica defectos de desarrollo independientes al reclutamiento de

progenitores al timo [7], aunque no se excluye que el reclutamiento se vea comprometido

en estos ratones. En un estudio reciente se detectd que en ratones Jak3 -/- hay proliferacién
intensa de timocitos justo antes del inicio del rearreglo de la cadena 8 del TCR, al mismo
tiempo que se incrementa la apoptosis de timocitos en la scleccién de la cadena B del TCR
de manera concurrente a una reduccién significativa en los niveles de expresién de Bel-2; la
expresién de un transgén rearreglado para esta cadena recuperd parcialmente el nimero de
timocitos, lo quc indica que posiblemente el papel de Jak3 es critico hasta antes de la
sefializacién mediada por el pre-TCR [32].

El nimero de linfocitos T en la periferia es normal en ratones Jak3 -/-[17], aunque
estas células presentan un fenotipo alterado: los linfocitos en los ratones Jak3 -/- son en
promedio mas grandes que los linfocitos T de ratones normales y expresan niveles elevados
de CD44 y CDG9 y disminuidos de CDG62L, fenotipo caracteristico de linfocitos T

activados. Los linfocitos T de ratones Jak3 -/- o yc -/- son anérgicos ¥y no responden a
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estimulos mitogénicos. Ademads, sufren de procesos apoptéticos a un ritmo elevado con
respecto a linfocitos T de ratones normales [95]. Los linfocitos T y los timocitos Jak3 -/-
producen cantidades disminuidas de IL-2 con respecto a células normales debido
principalmente al mayor porcentaje de células apoptéticas [105].

Por 1ltimo, cabe mencionar un modelo en el que se ha reconstituido la expresiéon de
Jak3 unicamente en el timo usando un promotor proximal para Lck; se observé que la
celularidad en el timo se recuperd, aunque conforme estos ratones transgénicos maduran,
los linfocitos T en periferia pierden el Jak3 transgénico y el fenotipo de los linfocitos se
acerca al de los ratones Jak3 -/-, indicando que la expresion de Jak3 en linfocitos T
maduros es necesaria para la homeostasis de estas células {103].

T1 T2 T3 T4
- @ o
Dia 4= =====

Dia 15 ——=> >
Dia 16 —_——————)

-
Dia 17 IR 3

DN +

16 = = =
,‘Zn----—--—-—-t
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Figura 1.4: Retraso en la desregulacion de CD44 y CD2S, y en la progresion al estadio de
DP en fetos de ratones Jak3 -/- comparados con fetos de ratones Jak3 +/+. Las flechas
solidas representan el estadio alcanzado al dia de desarrollo embrionario indicado en los
timocitos obtenidos de fetos Jak3 +/+; las flechas discontinuas indican el estadio alcanzado
por los timocitos Jak3 -/-.
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1.4 LAS QUIMIOCINAS Y SUS RECEPTORES
1.4.1 Las quimiocinas

Las quimiocinas son proteinas de bajo peso molecular (entre 6 y 14 kDa) cuya
funcién principal es la regulacion de trafico de leucocitos (de ahi su nombre, abreviacién de
citocinas quimiotacticas); se han descrito otras funciones para estas proteinas, entre las que
se encuentran la regulacién, proliferacion y movilizacién de células progenitoras-
hematopoyéticas [57; 56], angiogénesis, desarrollo fetal y activacién de leucocitos [6].

La familia de las quimiocinas consta de aproximadamente S0 miembros con
secuencias conservadas. Esta familia se ha dividido en 4 subfamilias que tienen entre dos y
cuatro residuos de cisteina muy conservados en el extremo amino. La subfamilia CXC
(también llamada subfamilia o) tiené los dos primeros residuos de cisteina separados por un
residuo de aminoacido variable. En la subfamilia CC (o B) los residuos de cisteina estian
juntos. La subfamilia C (o y), compuesta inicamente por la linfotactina, solo tiene una
cisteina conservada, y la subfamilia CX3C (o &), compuesta por la fractalcina, tiene las dos
cisteinas separadas por tres residuos de aminoacidos. En el humano los genes de las
quimiocinas CXC se encuentran en el cromosoma 4, y los de las quimiocinas CC, en el
cromosoma 17.

La estructura monomérica de las quimiocinas es relativamente constante: un asa en
el extremo amino-terminal, seguida de tres hojas B antiparalelas conectadas por asas, y una
ao-hélice en el extremo carboxi-terminal. Se ha reportado la existencia de dimeros y
tetrameros de quimiocinas a concentraciones fisioldgicas {18], aunque existe evidencia de
que algunas quimiocinas pueden tener actividad bioldgica como monémeros [83].

1.4.2 Receptores de Quimiocinas

Los receptores para las quimiocinas son proteinas con 7 dominios
transmembranales asociados a proteinas G heterotriméricas. Estos receptores estan
formados por alrededor de 350 residuos de aminodcidos y tienen un peso molecular de
alrededor de 40 kDa. De acuerdo a sus secuencias de aminoacidos, los receptores de
quimiocinas se clasifican dentro de la familia de proteinas tipo rodopsina de clase A.
Tienen varios motivos conservados, entre 1os que cabe resaltar el motivo DRYLAIV en la
segunda asa intracelular. Todos los receptores de quimiocinas tienen dos cisteinas

conservadas, una en el extremo amino-terminal y otra en la tercera asa extracelular;
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probablemente estas cisteinas forman un puente bisulfuro necesario para tener la estructura
tridimensional de la regién de unién al ligando, la cual ademas requiere de las tres asas
extracelulares de la proteina. Se ha demostrado con €l uso de receptores quiméricos que el
dominio amino-terminal es el principal responsable de la selectividad al ligando [62]. Se
conocen cerca de 20 receptores, muchos de los cuales unen mas de un ligando, aunque la
promiscuidad de la unién de quimiocinas con receptores generalmente no se da entre
distintas familias. La expresion de los receptores es heterogénea entre distintos leucocitos y
se regula a nivel transcripcional [65]. Se ha reportado la regulacién de la expresién de los
receptores y quimiocinas por citocinas; recientemente se mostré que IL-15 induce la
expresion de receptores para quimiocinas CC pero no de receptores para quimiocinas CXC,
y, al igual que IL-2, induce la exprésié’u de quimiocinas de ambas familias en linfocitos T
periféricos [81]. En aparente contraste con este resultado se mostré que IL-2, IL-4, IL-7 e
IL-15 inducen la expresion de CXCR4 en linfocitos T de memoria [51]. De manera
interesante se describe que la activacion de linfocitos T mediada por el complejo TCR/CD3
produce una disminucion en la expresion de CXCR4 [10], lo cual indica que la expresiéon
de CXCR4 no solo depende de la presencia de factores solubles, sino también del estado de
activacion de las células. Por ltimo, cabe mencionar que 1L-7 como SDF-1 (el ligando de
CXCRA4), se expresa en células del estroma timico, y podrian actuar de manera sinérgica en
ciertas funciones inmunes [94].

1.4.3 Actividad biolégiéa de las guimiocinas.

Se han establecido papeles importantes para las quimiocinas en enfermedades
inflamatorias [74], en hematopoyesis, angiogénesis, metistasis, rechazo a tumores [118],
respuesta Thl o Th2 [90], e infeccién por VIH [9]. Ademds, las quimiocinas también
regulan funciones decl sistema inmune no directamente relacionadas con la respuesta
inflamatoria, como el trafico de linfocitos de Sérganos linfoides primarios a secundarios, y
de ahi a terciarios; cabe aclarar, sin embargo, que la conducta migratoria de los linfocitos se
ve determinada por las acciones combinadas de quimiocinas y moléculas de adhesién [116;
120;5].

Se ha descrito un papel primordial de las quimiocinas en el proceso de
extravasacion de leucocitos. Por otro lado, la migracion direccional y el posicionamiento de

leucocitos en tejidos linfoides secundarios también estan regulados por las quimiocinas y
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sus receptores. En estos tejidos, una célula puede encontrar muchas seflales de
quimioatrayentes en patrones temporales y espaciales complejos; se ha demostrado que los
neutréfilos utilizan de manera secuencial sus receptores para quimiocinas para moverse a
través de distintos gradientes quimioticticos en un proceso conocido como “Navegacion en
miiltiples pasos’ [37], proceso dependiente en gran medida de la desensibilizacién de un
receptor mediada por su ligando. Esto explica la expresién simultanea de muchos tipos de
receptores de quimiocinas observada en disitintos leucocitos; dichos receptores serian
requeridos para llevar a cabo distintoé pasos en el proceso de migracién.

Excepto la fractalcina, que puede encontrarse unida a la membrana por medio de un
dominio transmembranal o ser secretada al espacio extracelular, todas las quimiocinas son
secretadas. Dado Que tienen carga neta positiva ‘a pH fisioldgico, se unen a los
proteoglicanos sulfatados de la matriz extracelular. De esta forma, después de ser
secretadas, las quimiocinas tienden a mantenerse concentradas de forma local, formando
gradientes estables [90]. )

1.4.4 Seializaciéon mediada por receptores de quimiocinas

En el movimiento de los leucocitos participan muchos procesos, como el cambio de
la forma de la célula, en la afinidad de las integrinas, y el reciclaje de integrinas en el borde
lider (*Leading edge™) de la célula [91]. Todos estos eventos requieren de una maquinaria |
de seﬁali:;.acio'n intracelular compleja que comienza a trabajar cuando el ligando se une al
receptor. De manera similar a lo observado en otros receptores pertenecientes a 1a misma
familia, algunos receptores de quimiocinas se dimerizan en respuesta al ligando. Este hecho
se demostré primero con CCR2, et receptor para la quimiocina MCP-1 [86), y este
fenémeno se ha observado también en CCRS5 y CXCR4 (Revisado en Mellado, {71]).

La dimerizacion de los receptores inducen la activacién de diversos miembros de la
via Jak/STAT en lineas celulares transfectadas con diferentes receptores. Cuando se utilizan
lineas celulares transfectadas con CCRS35, se observd la fosforilacién en tirosina del receptor
en respuesta a la estimulacién con la quimiocina RANTES, asi como la asociacién de Jakl,
pero no Jak2 ni Jak3, al receptor, y la activacién de STATSb. En linfocitos T se observa la
activacién de STAT1 y STAT3 en respuesta a estimulos con RANTES y MIP-la. En
células transfectadas con CCR2, se detecta la fosforilacidn y activacién de Jak2 en

respuesta su ligando, MCP-1. Por tltimo, se ha detectado en células transfectadas con
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CXCR4 la rapida activacién y asociacion de Jakl y Jak2 al receptor, proceso que promueve
la asociacién al receptor y la activaciéon de STAT 1, 2, 3 y 56 [71}). En CCR2 se ha
identificado a la tirosina Y139, dentro del motivo DRYLAIV, como el blanco principal de
fosforilacion por Jak2.

La toxina producida por la bacteria B. pertussis (toxina pertussis o PTX) inhibe de
manera selectiva la accién de las proteinas G; triméricas. El hecho de que la mayoria de las
respuestas debidas a la estimulacién con quimiocinas sean inhibidas al tratar a las células
con PTX sugiere la participacién de las proteinas G; triméricas en las vias de seilalizacion
activadas por quimiocinas; esta teoria se ve apoyada con la demostracién de la asociacion
fisica de la subunidad o de proteinas G; a CXCR1, CCR2, CCRS5 y CXCR4 en respuesta a
sus ligandos (IL-8, MCP-I, RANTES y SDF-1c, respéctivamente {71].

Después de la activacion, la proteina G heterotrimérica se disocia en dos: por una
parte en el complejo Gy y por otra en la subunidad Go; (asociada ahora a GTP), misma
que se une al receptor como consecuencia de los cambios conformacionales promovidos en
el receptor por la unién del ligando. La subunidad Gy desencadena la activacién de la
fosfolipasa C (PLC) [49], que produce trifosfato de inositol (IP3) y diacilglicerol (DAG). El
IP; se une a canales de calcio en el reticulo endoplasmico, provocando su apertura y
liberacidén de calcio del reticulo endoplismico. El DAG junto con el Ca®* activa varias
isoformas de la Cinasa de Proteinas C (PKC); la PKC activa a su vez una cascada de
eventos de transduccion de sefiales. Mientras tanto, la subunidad Gfy acttia como proteina
de anclaje que facilita la interaccién del receptor con otras vias de sefializacién, como la
mediada por la cinasa de receptores unidos a proteinas G (GRK), importante en procesos de
desensibilizacién. La subunidad Ga tiene actividad intrinseca de GTPasa, por lo que
después de un' tiempo el GTP asociado a la Ga se hidroliza para producir GDP,
promoviendo la disociaciéon de Ga con el receptor y la reasociacién con Gpy, apagando las
sefiales debidas a la proteina G. También se ha detectado la activacién de la
fosfatidilinositol 3 cinasa (PI3K) y la asociacién de su subunidad p85 a CXCR4 en
respuesta a estimulacién con SDF-1 {114]. PI3K produce segundos mensajeros (lipidos
fosforilados en 3) que activan a las cinasas PKC y AKT, y la via Ras; esta activacién se
relaciona con adhesividad de las integrinas, con migracién celular y con la polarizacién

[27]; ademas otras proteinas afectadas por la activacion de PI3K son las GTPasas de bajo
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peso molecular como Rho, Rac y Cdcd42, que participan en la regulacion del citoesqueleto
de actina y en la adhesion celular [52; 53]. La sefializacién mediada por CCRS5 produce
fosforilaciéon y activacion de Pyk2 (RAFTK), capaz de modular el sistema de cinasas
JINK/SAPK [39]. La activacion de las cinasas FAK resulta en la fosforilaciéon de Paxilina, y
en su asociacion con el receptor. También se activa la cascada de las MAPK, y dado que
MAPK puede activar factores de transcripcion, se ha propuesto que las quimiocinas podrian
regular la expresion de genes por esta via [46].

Receptor de
Entrada RANTES

de calcio

Cinasas de
tirosina
Via FAK

de calcio Cinasas de (RAF
Proteinas G
4 tirosina Jak/STAT PykéAP-?OTK)

CADENA £ TCR
PI3K
T‘-RhoA /

Respuestas Funcionales

*Formacion de urépodos eProliferacion de linfocitos T
*Quimiotaxis *Expresion del receptor de IL-2
*Expresion de moléculas de adhesiéon  sLiberacién de citocinas

Movilizacion

(5]

Figura 1.5: Representacion esquematica de las vias de sefializacién activadas por RANTES
en linfocitos T.
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1.5 EXPRESION Y FUNCIONES DE QUIMIOCINAS Y SUS RECEPTORES EN EL
TIMO.
1.5.1 Introduccion .

El proceso de maduracién de los timocitos se lleva a cabo en micro ambientes
especificos dentro del timo. Los progenitores provenientes de 1a médula ésea (en el adulto)
y/o el higado fetal penetran al timo probablemente por vénulas post-capilares en la médula
[110]. Los timocitos DN mais inmaduros migran desde las vénulas en la médula hasta la
regién subcapsular de la corteza, aparentemente migrando a contracorriente del resto de
timocitos mas maduros. Posteriormente comienzan su migracion desde la corteza hasta la
médula mientras se llevan a cabo los procesos de maduracién y seleccidn, tras los cuales los
timocitos maduros salen del timo por las vénulas de la médula. Es muy probable que estos
procesos de migracién ordenada se deban a la presencia localizada de quimiocinas en el
timo, y a la expresidn selectiva de sus receptores en distintos estadios de maduracion de los
timocitos. En la tabla 1.1 se resumen los conocimiéntos actuales sobre la expresiéon de
quimiocinas y sus receptores en el timo. ‘

1.5.2 Miigracién de timocitos DN cn el timo

Los timocitos DN mas inmaduros expresan CXCR4 y responden eficientemente a
SDF-1 en ensayos de quimiotaxis [57]. La expresiéon de SDF-1 en ratones adultos parece
estar restringida a la corteza externa, especificamente en fibroblastos timicos [98]. Algunos
grupos han observado que los timocitos DN T1 migran hacia SDF-1, lo que parece implicar
a esta quimiocina en la migracién de progenitores hacia el timo [57]. Sin embargo se ha
reportado que los timocitos DN T1 expresan muy bajos niveles de CXCR4, mismos que
aumentan apreciablemente en el estadio T2; estos datos indican que SDF-1 juega un papel
en la migracién de los timocitos recién llegados a la corteza externa, asi como en la
asociacion dé células DN con estroma subcortical (fig. 1.6) [98]. En ratones, la deficiencia
de SDF-1 es letal in wtero, pero el andlisis de los fetos ha mostrado una timopoyesis
normal. Los timocitos CXCR4 -/- introducidos en timos de ratones adultos normales
irradiados se desarrollan normalmente [130], por lo tanto SDF-1 podria cumplir funciones
redundantes en el tiimo, posiblemente actuando en conjunto con otras quimiocinas.

También se ha sugerido la participacién de la quimiocina TECK y su receptor

CCR9 en la migracion de progenitores timicos. En el ratén, TECK es expresado por células
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epiteliales del timo fetal, y estimula la migracién de timocitos fetales DN [120], aunque en
el adulto la expresion de CCR9 en timocitos DN es muy baja y aumenta después de la
sefializacién por el pre-TCR, siendo los timocitos DP los que responden mas fuertemente a
TECK [77]. Recientemente se generd un raton CCR9 -/- para investigar el papel de TECK
en el desarrollo de linfocitos [122], y se observé que la falta de CCR9 no parece afectar ni
el porcentaje ni la celularidad de las distintas subpoblaciones de timocitos, basandose en la
expresién de CD4, CD8, CD25, CD44, CD5, CD62L y CDG69. Se comprobd ademas que
estos timocitos no respondian a TECK, por lo tanto CCR9 parece ser el tinico receptor en
timocitos para esta quimiocina (Recientemente se ha descrito que TECK puede unirse a
CCRI11 [41]). Ademas, en los ratones CCR9 -/- y _-!-/—;- se observS un retraso en la aparicién
de las primeras células DP en el desarrollo del timo fétal, a partir del dia 16.5 de gestacién,
y una disminucién leve en la cantidad de timocitos desde el dia 14.5 de gestacidon, aunque a
partir del dia 18.5 en adelante los niimeros se igualan. Este dato indica que quiza TECK
contribuye a la colonizacién del rudimento timico durante el desarrollo fetal en conjunto
con otros factores [122].

1.5.3 Migracion de timocitos desde 1a corteza externa hasta la corteza interna.

La transicién del estadio DN al DP es un periodo muy dinamico durante el cual las
quimiocinas podrian regular el movimiento de los timocitos desde la corteza externa hasta
la corteza interna, asi como la interaccién con células epiteliales, facilitando la interaccion
con los complejos MHC/péptido; ademas podrian activar integrinas para promover la
adhesion con el epitelio timico. E1 RNA mensajero de CCR9 se induce de manera rapida
después de estimular timocitos Rag2-/- con anticuerpos anti-CD3g& (sefial equivalente a la
del pre-TCR) y en los DP hay un aumento en la expresion de la proteina de cerca de 10
veces con respecto a los DN [77]. Se ha dehlostrado que TECK se expresa de manera
importante en células epiteliales corticales, con menores niveles de expresion en la médula

[123], lo cual indica qué TECK promueve la asociacién de timocitos con el epitelio timico.
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Tabla 1.1 Expresién de quimiocinas y receptores de quimiocinas en el timo. Modificado de
Norment, 2000 [76].

Receptor Patrén de Expresion Ligando Patrén de Expresion
CXCR3 DN TCR™ MIG (CXCL9) Estroma
IP10 (CXCL10) Estroma
ITAC (CXCL11) ND
CXCR4 DN>DP>SP SDF-1 (CXCL12) Fibroblastos, corteza
externa.
CCR3 DP, SP Eotaxina (CCL11) Corptisculos
B Hassal.
CCR4 CD69" DP, CD69". CDG2L" | TARC (CCL17) Cels. dendriticas
CD4 SP s MDC (CCL22) Cels. epiteliales
R medulares
CCRS DP, SP MIP-1A (CCL3) DN
MIP-1B (CCL4) ND
RANTES (CCL5) ND
CCR6 CD 4 SP LARC (CCL20) ND
(baja expresién)
CCR7 SP ELC (CCL19) ND
i SLC (CCL21) Cels. del estroma
medular, vasos
: unién CM
CCRS DP (baja expresién), CD4 SP 1-309 (CCL.1) ND
CCR9 DP, SP TECK (CCL25) Cels corticales>
epiteliales medulares,
: dendriticas.
XCR1 DN y/o CDS SP Linfotactina (XCL-1) ND

DN: Doble Negativo. DP: Doble positivo. SP: Positivo sencillo. ND: No determinado.

Al madurar al estadio DP, los timocitos disminuyen un poco la expresion de
CXCR4, al mismo tiempo que aumentan la expresién de CCRS5 [3], aunque no esta claro si
los timocitos DP responden menos a SDF-1 que los DN en ensayos de quimiotaxis. Los
timocitos DP responden a MIP-1p (ligando de CCRS) eﬁ ensayos de quimiotaxis y flujo de
calcio, pero no hay datos sobre el patrén de expresiéon de MIP-18 y RANTES dentro del
timo, y el papel de este receptor en el desarrollo timico no esta claro, pues en humanos con
mutaciones naturales en CCR5 (CCRS5A32, caracteristicos por su resistencia a la infeccién
por VIH) no se ha detectado una deficiencia en el desarrollo de los linfocitos T ni en la

funcién inmune en general.
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1.8.4 Migracién cortico-medular.

Después de la seleccidn positiva, los timocitos migran a través de la unién cortico-
medular, donde entran en contacto con células dendriticas de origen mieloide, y con células
epiteliales medulares. En este punto se lleva a cabo la seleccién negativa, y las quimiocinas,
ademas de estimular la migracién cortico-medular, podrian facilitar la asociacién de los
timocitos con células presentadoras de antigeno. En el estadio post-seleccién (CD69+ DP),
se adquiere capacidad de responder a MDC (ligando de CCR4), y la expresién de CXCR4
disminuye [15]. Probablemente la pérdida de la capacidad de responder a SDF-1 facilitaria
1a salida de la corteza de los DP seleccionados, aunque hay reportes que indican que los DP
tanto CD69™ como CD69" responden a SDF-1 en ensayos de quimiotaxis [57], hecho que
dificulta la interpretacién de la funcién de SDF-1. La capacidad de responder a MDC es
adquirida cuando los timocitos maduran al estadio CD69" DP, y continua hasta el estadio
CD69" CD62L" CD4" SP, pero se pierde en el estadio CD69” CD62L" CD4" SP (fig. 1.6);
la expresién de MDC parece localizarse en células epiteliales de l1a médula y en corpusculos
de Hassal (tabla 1.1)[23]. CCR4 juega un papel importante en la migracién de
intermediarios post-seleccién CDG9", facilitando su colocalizacién con células epiteliales.

Los timocitos DP y SP pueden migrar en respuesta a la Eotaxina, quimiocina
presente en corpisculos de Hassal y en células dendriticas en la médula {38] y
posiblemente ésta juega un papel en la seleccién negativa. La quimiocina PARC (sin
receptor conocido) también se expresa en el timo y posiblemente facilita la interaccién de
timocitos con células dendriticas y macréfagos, que la producen [2].

1.5.5 Migracion en la médula y salida a la periferia

Es probable que las quimiocinas dirijan la emigracion de los timocitos SP maduros
hacia la periferia, ya que se ha demostrado en ratones transgénicos que.la expresion de PTX
de manera selectiva en timocitos inhibe la salida del timo de estas células. [22].

Los timocitos CD4" SP inmaduros migran en respuesta a MDC y TECK, mientras
que los timocitos CD4% SP maduros no (fig. 1.6) [15], lo cual sugiere una disminucién en la
expresiéon de CCR4 y CCR9 durante la maduracién de los SP; estos resultados ademas
coinciden con la observacién de una reduccién en los niveles de mRNA de CCR9 en
timocitos SP con respecto a los DP [77]. Es interesante notar que la respuesta a TECK se

mantiene en timocitos maduros CD8+ SP, lo cual podria indicar que estos timocitos
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podrian quedarse en el timo cumpliendo alguna funcién por el momento indefinida [76]. Es
posible que CCR4 también se exprese de manera diferencial, pues los timocitos CD3™
CD4* CDs8'"° higrm en respuesta a MDC, mientras que los timocitos CD3* CD4' CD8" no
lo hacen {23].

Los timocitos SP maduros también expresan CCR7 y responden a SLC y ELC [15].
SL.C se expresa en células del estroma medular y se detecta en los vasos sanguineos de la
unién cortico-medular [99]. Ademas se ha demostrado claramente el papel de CCR7 y SLC
en la movilizaciéon de linfocitos T naive a Sérganos linfoides periféricos [35]). Estos datos
proponen a CCR7 como un buen candidato para mediar la salida del timo de los timocitos
SP maduros, aunque ratones CCR7 -/- tienen un desarrollo y exportacion de timocitos
normales, lo cual indica que CCR7 y SLC i)odrian ser no esenciales para la emigracién de
los timocitos [35].

Es importante considerar en que medida pueden competir las seiiales de
quimioatraccién con las sefiales mediadas por antigenos: en un estudio realizado con
linfocitos T periféricos se mostré que ELC, SLC e IP-10 podian atraer linfocitos T aunque
éstos estuvieran recibiendo una seiial por su TCR, mientras que MDC, MCP-1, SDF-1 y k
RANTES no fueron capaces de hacerlo [13]. Se puede especular que en el timo quiza
algunas quimiocinas, como MDC, atraen timocitos a células presentadoras de antigenos,
mientras que otras quimiocinas, como ELC, separan a los timocitos de las presentadoras
después de un tiempo determinado.

Los timocitos DP y CDS8" SP expresan CCRS5 y migran en respuesta a MIP-1p [24],
igual que los timocitos CD4" SP [100]. Es importante mencionar que la Eotaxina estimula
la produccién de MIP-1p3 por parte de los timocitos, y CCR3 (receptor de la Eotaxina)
también es expresado en los SP, lo cual muestra una red compleja de interacciones entre
quimiocinas en este cstadio [38]. Los timocitos CD8* SP activados producen linfotactina
[55]. CCRS8 se expresa a niveles altos en CD4" SP respecto a células DP, pero los linfocitos
T naive de periferia no expresan CCRS; los ligandos de CCR8 (TCA3 en humano, 1-309 en

ratén) se expresan en el timo pero su patrén de expresion no esta definido aun [128].
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Figara 16: Expresién de receplores de quimiocinas en disintos estadios del desarrollo de imoditos. Se indican los
feceptores cuya expresién se ha detectado en ol estadio comespondiente; ko indica baja expresida del receptor, med indica
expresin media y ki indica expresidn abundante del receptor en la superficie celular. Se muesira tambin la localizacida

del timocito dentro del timo.
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HIPOTESIS

2 HIPOTESIS

La deficiencia del desarrollo timico observado en los ratones Jak3 -/- podria ser
consecuencia de una respuesta disminuida a quimiocinas especificas y deberse bien a i)
disminucién en la migracién de células progenitoras de los linfocitos T de 1a médula 6sea al

timo o ii) reduccion en la migracidén durante el proceso de diferenciacién en el timo.
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3 OBJETIVOS

e Investigar y comparar la respuesta quirﬁiotéctica frente a quimiocinas expresadas en
el timo (en particular SDF-1a y TECK) por parte de timocitos y/o progenitores de la
meédula &sea, obtenidos de ratones Jak3 -/- y Jak3 +/-

e Investigar si dichas quimiocinas son“capaces de inducir movilizacién de calcio en
timocitos, y si dicha movilizacién es diferente en timocitos Jak3 -/- comparados con
ratones Jak3 +/- '

e Investigar si la estimulacién de timocitos con las quimiocinas mencionadas puede
inducir fosforilacién en tirosinas de la proteina Jak3.

e Determinar la expresion de mRNA de receptores de quimiocinas (en particular

CXCR4, CCR7 y CCR9) en timocitos de ratones Jak3 -/- y Jak3 +/-
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4 METODOLOGIA

En el apéndice I se encuentra una descripcion detallada de las metodologias
empleadas en el presente trabajo.
4.1 TINCION DE CO-RECEPTORES CD4 Y CDS8 EN TIMOCITOS.

Para determinar el porcentaje de timocitos de cada subpoblacién timica (DN, DP y
SP) en los timos de ratones Jak3 -/- y Jak3 -+/-, se empleo inmunofluorescencia y citometria
de flujo. Brevemente, los timocitos recién extraidos se lavaron y se incubaron con

anticuerpos para CD4 o CD8 marcados con distintos fluoréforos. Se evalud la fluorescencia
de cada célula por medio de citometria de flujo.

4.2 GENOTIPIFICACION DE RATONES

Para determinar el genotipo de los ratones empleados se realizé una reaccién de
PCR, empleando oligonucleétidos para el gen de Jak3 y para el gen de neomicina (presente
en los ratones con al menos uno de los alelos del gen de Jak3 eliminado). El tejido obtenido
de la cola del ratéon se digirié enzimaticamente y luego se purificé el DNA con una
extraccion fenol-cloroformo. El1 DNA asi obtenido se empleé en la reacciéon de PCR (ver
apéndice IIT)
4.3 ENSAYO DE QUIMIOTAXIS

La capacidad migratoria de los timocitos en respuesta a quimiocinas se midié por
medio de un ensayo de quimiotixis en una camara de Boyden modificada. Brevemente, en
la parte inferior de la camara se colocd diluciones seriales de quimiocinas, y en la parte
superior se colocd una cantidad constante de timocitos; ambos compartimentos se
separaron por una membrana porosa de policarbonatos. Después de incubar la camara a
37°C por dos horas, se contaron las células adheridas a la membrana por ¢l lado que estuvo
en contacto con la solucién de quimiocinas. El niimero de células que migraron en cada
dilucion de quimiocinas se normalizé con respecto a la cantidad de células que migraron en
el blanco (medio sin quimiocinas).
4.4 MOVILIZACION DE CALCIO INTRACELULAR

Se considera que una de los primeras respuestas celulares a la estimulacién con
quimiocinas es la movilizacion de calcio intracelular. Para evaluar esta respuesta y

comparar si era diferente en ratones Jak3 -/- con respecto a los ratones Jak3 +/-, los
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timocitos se tifieron con los fluoréforos permeables a la membrana celular Fura-Red y
Fluo-3, cuya emision de luz varia de acuerdo a la concentraciéon de calcio presente en el
medio. Estos fluoréforos permanecen en el citoplasma y no son incorporados en ningin
organelo. La fluorescencia de las células antes y después del estimulo se evalué en un
citémetro de flujo. El cambio en la relacién de ambas fluorescencias es una medida de la
movilizacién del calcio intracelular.
4.5 ENSAYOS DE FOSFORILACION DE JAK3

Para saber si las quimiocinas son directamente capaces de activar a Jak3, se
inmunoprecipité y detecté su nivel de fosforilacién por medio de un western blot con
anticuerpos antifosfotirosina. Brevemente, una suspension de timocitos fue estimulada con
medio (control negativo), con IL-7 (control positivo), y con las quimiocinas. Después de
estimular un tiempo variable, las células se lisaron y el sobrenadante que contenia las
proteinas se puso en contacto con el anticuerpo anti-Jak3. Este anticuerpo se precipitdé con
proteina G acoplada a agarosa. Una vez separado del lisado total, el complejo anticuerpo-
Jak3 fue sometido a electroforesis en gel de acrilamida al 8% en condiciones
desnaturalizantes. Las proteinas separadas en el gel se transfirieron a membrana de PVDF,
que se puso en contacto con una solucién del anticuerpo antifosfotirosina. Dicho anticuerpo
se detecté con un anticuerpo secundario acoplado a peroxidasa empleando una reaccion de
quimioluminiscencia en la cual la peroxidasa acoplada al anticuerpo secundario oxida una
diacilhidrazida ciclica, generando productos excitados que emiten luz detectada con una
placa fotografica. La membrana se lavo y se repitio el proceso para detectar la cantidad de
Jak3 y asi normalizar la cantidad de proteina fosforilada.
4.6 RT-PCR PARA RECEPTORES DE QUIMIOCINAS

La cantidad de RNA mensajero de los receptores de quimiocinas se examiné de
manera semicuantitativa por medio de una RT-PCR. A partir de timocitos se extrajo RNA
por el método del isotiocianato de guanidinio. Dicho RNA se emple6 para sintetizar la
primera hebra de cDNA empleando como cebadores oligonucleétidos de poliT para iniciar
la retrotranscripcién inicamente de mRNA. Esta primera hebra se utilizé para realizar una
reaccion de PCR duplex, empleando dos pares de oligonucledtidos: un par era especifico
para FIPRT, empleado como control interno; el otro par era especifico para cada receptor de

quimiocinas analizado. El cDNA resultante de la PCR se examiné por electroforesis en gel
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de agarosa teiiido con bromuro de etidio. La intensidad de cada banda se determind

empleando el equipo Multilmager FX (BioRad). Se puede comparar de manera
semicuantitativa si hay diferencias de expresion de los receptores en timocitos obtenidos de
ratones Jak3 -/- y +/- calculando la relacién de intensidad de la banda debida al receptor
entre intensidad de la banda de HPRT (control interno) para normalizar las intensidades de

las bandas con respecto al control interno.
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5 RESULTADOS
5.1 TIPAJE DE RATONES JAKS3 -/-

En los experimentos realizados en ¢l presente trabajo se emplearon como
controles ratones Jak3 +/- y Jak3 +/+ de la misma camada que los ratones Jak3 -/-. Los
ratones heterocigotos también se emplearon para realizar nuevas cruzas. En la figura 5.1 se
muestra el resultado de una reaccién de tipificacion del genotipo de los ratones empleados.
En la tabla 5.1 se resumen los posibles resultados de una reaccién de tipificaciéon de
genotipo.

Tabla 5.1: Resultados de reacciones de PCR para detectar fragmentos de genes para
Neomicina (NEO) y Jak3 (JAK). En todas las reacciones de PCR realizadas se aiiadié un

control positivo consistente en DNA previamente tipado como positivo para la banda que
se busca, y un control negativo consistente en la mezcla de reaccion de PCR sin DNA.

Genotipo PCR NEO PCR JAK

Jak3 +/+  Negativo Positivo

Jak3 /- Positivo Positivo

Jak3 -/- Positivo Negativo
PB 1 2 3 4

1000

100
Figura 5.1: Tipificacion del genotipo de los ratones empleando PCR con oligonucleétidos
especificos para detectar el gen de neomicina (NEO) y el gen de Jak3. Gel de agarosa al
2.5% teiiido con bromuro de etidio. Carril 1: marcador de pesos moleculares (100+ pb,
BioRad). Carril 2: DNA de ratén Jak3 -/-. Carril 3: DNA de ratén Jak3 +/+. Carril 4: DNA
de ratén Jak3 +/-. Los pesos esperados de las bandas son: NEO 480 pb y Jak3 188 pb.
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Figura 8.2 A) Comparacion del tamaiio de timos de ratones Jak3 -/- y Jak3 +/-. B) Ratones
de la misma camada, con 5 semanas al momento del sacrificio, con el mismo fenotipo
macroscapico.
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5.2 ANALISIS DE SUBPOBLACIONES TIMICAS POR CITOMETRIA DE FLUJO.

La distribucion de las subpoblaciones de timocitos extraidos de ratones de 4 a 6

semanas Jak3 +/- y Jak3 -/- se muestra en la figura 5.3. Los resultados obtenidos de 4

experimentos independientes se resumen en la tabla 5.2 El tamaiio de los timos es

apreciablemente distinto (fig 5.2). En promedio, de un timo de ratéon Jak3 +/+ se obtuvieron

1.08X10% + 3.7X107 células, mientras que de un ratén Jak3 -/- el promedio de timocitos
extraidos fue de 8.4X10%+ 6.2X10°.

Jak3 -/-

-
=

CD4

+/-. Resultado representativo de 4 experimentos

Jak3 +/-

10l

10?

1t

T SETENTIYM B

CDS8

Figura 5.3 Distribucion de timocitos con receptores CD4 y CD8 de ratones Jak3 -/- y Jak3

102

T
n?

w

Tabla 5.2: Porcentaje de las distintas subpoblaciones de timocitos. Se muestra el promedio
de 4 experimentos independientes.

Jak3 -/- Jak3 +/-
Subpoblacion % Eventos Coeficiente de | % Eventos Coeficiente de P
Var. (%) Var. (%)
CD4 CDS§” 7.6 109.2 9.5 107.1 0.781
CD4” CDS§™ 70.0 11.0 79.7 16.3 0.246
CD4" CDS§” 18.1 32.8 7.9 45.8 0.026
CD4 CDS§" 2.9 37.0 2.0 43.0 0.227
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5.3 QUIMIOTAXIS

Ya que se postula que SDF-1a. y TECK pueden jugar un papel importante en la
migracion de timocitos en el timo (ver introduccion), se realizaron los experimentos con
estas quimiocinas. En todos los experimentos realizados (n=2 a 4), los ratones Jak3 +/- y
Jak3 -/- eran del mismo sexo y de la misma camada.

La respuesta migratoria de los timocitos Jak3 +/- frente a SDF-la siguié un patron
dependiente de la concentraciéon de la quimiocina con un pico maximo alrededor de los 10
ng/ml (fig 5.4). Por otra parte, los timocitos del ratén Jak3 -/- no mostraron una respuesta
quimiotactica hacia SDF-1a a ninguna de las concentraciones probadas.

De manera parecida a lo ocurrido con SDF-la, no se encontré migracion de
timocitos Jak3 -/- con TECK, mientras que con los timocitos Jak3 +/- se observo respuesta
quimiotiactica maxima en 100 ng/ml (fig 5.4). Este experimento, y los realizados en

.adelante, se llevé a cabo utilizando una técnica descrita por De Gendt et al [26] y
optimizada en el laboratorio para la cuantificacién automatizada de las células marcadas
con un reactivo fluorescente (ver metodologia).

Los resultados descritos demuestran una deficiencia en la respuesta quimiotactica de
timocitos Jak3 -/-. En resultados preliminares (no mostrados) se encontré una disminucién
en la respuesta, aunque los timocitos Jak3 -/- migraron de manera significativa frente a
concentraciones altas de quimiocina, efecto que no se observd en los presentes
experimentos.

Puesto que tanto TECK como SDF-1a han sido postulados como quimiocinas
importantes en el reclutamiento de progenitores linfoides [76], se decidié examinar la
respuesta quimiotictica en progenitores obtenidos de la médula 6sea. La respuesta
migratoria de las células totales de médula 6sea en respuesta a las quintiocinas TECK y
SDF-la fue en general muy baja. En el experimento mostrado en que las cé’lulas de médula
osea migraron en respuesta a TECK, se observa una migracién disminuida por parte de las
células Jak3 -/- en comparacion con las células obtenidas de -un ratén silvestre; la migracion

fue significativamente diferente a concentraciones de 1 y 100 ng/ml (fig 5.5).
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Figura 5.4: Migracion de timocitos en respuesta a SDF-1a (1) y TECK (2) por 2 horas. Se
utilizaron tres pozos por cada concentracion; en la griafica se muestra el promedio + EMS
del triplicado. Las células tefiidas con una tincidon diferencial se contaron al microscopio.
ILos simbolos sobre las lineas representan a: Migracion estadisticamente significativa con
respecto al medio sin quimiocinas (P>0.05) b: Migracién de timocitos Jak3 +/-
significativamente diferente con respecto a la migracién de timocitos Jak3 -/- (p<0.05). IM

representa el nimero de células que migraron frente a la quimiocina entre el nimero de
células que migraron frente al blanco.
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Figura 5.5: Quimiotaxis de células de médula 6sea Jak3 +/- y Jak3 -/- en respuesta a SDF-
lae (1) y a TECK(2). El experimento se realizé con las mismas condiciones empleadas en
las quimiotaxis ya mostradas. a: Migracion fue estadisticamente significativa con respecto
al medio sin quimiocinas (P<0.05). b: Migracion de timocitos Jak3 +/- significativamente
diferente a la migracion de timocitos Jak3 -/- (p<<0.05)
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5.4 MOVILIZACION DEL ([CA’]; COMO CONSECUENCIA DE LA
ESTIMULACION POR QUIMIOCINAS.

Se determiné la movilizacién en {Ca?"]; como un andlisis funcional de la respuesta a
quimiocinas, paralelo al andlisis de la respuesta quimiotactica.

En primer lugar se determiné la eficiencia del proceso de carga estimulando los
timocitos con ionomicina 1pM (Sigma ); este ionéforo se empleé como un control positivo
(figura 5.6).

Con el fin de tener un control positivo fisiolégico se examind la respuesta de los
timocitos al entrecruzamiento de CD3 y CD4. El resultado se muestra en la figura 5.7.

Una vez comprobada la capacidad de medir los flujos intracelulares de [Ca2+] con el
sistema empleado, se probaron diversas quimiocinas para investigar en primer lugar la
respuesta de timocitos Jak3 +/+, para después comparar dicha respuesta con la obtenida al
estimular timocitos Jak3 -/-. Solo en algunos experimentos se detectaron cambios pequeiios
en la concentracién del Ca?*; en respuesta a las quimiocinas a concentraciones de 25nM,
50nM (figura 5.8 y 5.9) y otras mas elevadas (hasta 500nM, datos no mostrados). Dado que
en general-los cambios detectados de [Ca®*]; resultaron pequeiios y poco reproducibles, no

se realizaron experimentos con timocitos Jak3 -/-.
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Figura 5.6: Movilizacion de Calcio tras la adicién de Ionomicina. A los timocitos se les
afiadié ionomicina (1aM) en el punto indicado por la flecha. Se observa el cambio en la
fluorescencia que indica un flujo de calcio al citoplasma: la intensidad de emisién (maximo
en 525 nm) del Fluo-3 aumenta y la intensidad de emisién de Fura-Red (méximo en 657
nm) disminuye. El efecto de la ionomicina no disminuye a lo largo del tiempo, como puede
observarse en la grifica de la relacion de intensidades de Fluo-3 entre Fura-Red
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Figura 5.7: Movilizacién de Calcio en respuesta al entrecruzamiento CD3-CD4. Los
anticuerpos biotinilados Anti-CD3 y Anti-CD4 se afladieron en el punto indicado por la
primera flecha. En el punto marcado por la segunda flecha se afiadié la estreptavidina, que
provocoé el entrecruzamiento de los anticuerpos. La respuesta en la movilizaciéon de calcio
J es rapida y después de alcanzar un maximo, la {Ca®'}; disminuye lentamente.
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Figura 5.8: Movilizacion de calcio en respuesta a SDF-1a (1) y TECK (2) en timocitos
Jak3 +/+. En el momento seiialado por la primera flecha se afiadié la quimiocina probada
para tener una concentraciéon final de 25nM, y en el momento seifialado por la segunda
flecha se aiiadié una segunda dosis para tener una concentracién final de 50nm. No se
observan movilizaciones de calcio.
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5.5 FOSFORILACION DE JAK3 EN RESPUESTA A QUIMIOCINAS

Para examinar el nivel de activacién de Jak3 por las quimiocinas se realizaron
experimentos con el fin de detectar la fosforilacién de Jak3, dato que correlaciona con el
nivel de activacion de esta cihasa.

Inicialmente se realizaron experimentos para observar el patron de fosforilacién de
proteinas en respuesta a estimulacién con quimiocinas. Como se muestra en la figura 5.9,
ciertas proteinas alcanzan un mayor nivel de fosforilacion en respuesta a la estimulacién de
timocitos con TECK con respecto a las proteinas de timocitos sin estimular. Algunas de
estas proteinas también aparecen fosforiladas en respuesta a la estimulacién por
entrecruzamiento de anticuerpos anti-CD3 y anti-CD4 (figura 5.9).

Para examinar el estado de fosforilacion de Jak3, se decidié purificar por
inmunoprecipitacién. Se comprobé en primer lugar que el anticuerpo policlonal obtenido
comercialmente (Anti-Jak3, N-15, Santa Cruz) inmunoprecipitara especificamente a Jak3
(fig 5.10). La banda detectada con ese anticuerpo no fue detectada cuando se utilizé
unicamente proteina G ni cuando se utilizé suero normal de ratén en conjunto con la
proteina G para inmunoprecipitar. Por medio de una regresion logaritmica se calculé el
peso aproximado de la banda detectada, el cual se encontraba siempre en el rango de 110 a
120 kDa (un resultado representativo se muestra en la grafica 5.1), acorde al peso esperado
de Jak3 (116 kDa).

Se realizaron experimentos preliminares para tratar de detectar la fosforilacién de
Jak3 en respuesta a quimiocinas, mostrados en la figura 5.11. Estos experimentos
preliminares muestran a la cinasa Jak3 fosforilada en tirosina, aunque no fue posible
discernir si el nivel de fosforilacidn resultaba mayor a la fosforilacion basal de esta cinasa.

Con el fin de estandarizar la técnica de inmunoprecipitacién de Jak3, se realizaron
experimentos utilizando distintos niimeros de células a una concentracién de 2 pg/ml de
anticuerpo inmunoprecipitante (determinada experimentalmente, datos no mostrados). Se
observd que la cantidad de proteina precipitada era dependiente de la cantidad de células
utilizadas por experimento (hasta 6X16’células por lisado), por lo que se decidié utilizar
30X10° células por lisado, nimero ademais compatible con el niimero de timocitos

extraidos por timo de ratén (<10X107 células).
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Una vez definidas las condiciones de inmunoprecipitacion, se buscé un estimulo
que indujera la fosforilacién de Jak3. Ya que se ha reportado que Jak3 se fosforila en
respuesta a la estimulaciéon con IL-7 [47] se decidié utilizar dicha citocina (IL-7
recombinante, PeproTech, Rocky Hill, NJ, USA). En la figura 5.12 se muestra el resultado
de un experimento representativo de fosforilacién de Jak3 en respuesta a IL-7. Para
comprobar que la intensidad de la banda se debe a un aumento en la fosforilaciéon de la
proteina y no a una mayor cantidad de proteina inmunoprecipitada, se detectd la intensidad
de la banda debida a Jak3 total limpiando la membrana y repitiendo la inmunodeteccién
pero empleando esta vez un anticuerpo anti-Jak3. Como se muestra en la grafica incluida en
la figura 5.12, la fosforilacion de Jak3 debida a IL-7 es notablemente mayor a la
fosforilacién basal de Jak3

Una vez definido el control positivo se realizaron los experimentos para detectar la
fosforilacién de Jak3 en respuesta a estimulacion con SDF-la y TECK. Se probaron
diversas concentraciones de quimiocinas a diversos tiempos de estimulaciéon. Las
concentraciones escogidas se basaron en los resultados obtenidos en los ensayos de
quimiotaxis. Resultados representativos de estos experimentos se muestran en la figura 5.13
¥ 5.14. Tanto la figura 5.13A y 5.14A son ejemplos donde puede observarse un incremento
en la fosforilacién de Jak3 con respecto al nivel basal al estimular los timocitos con SDF-
la y TECK. En otros experimentos (ejemplificados por las figuras 5.13B y 5.14B) no se
detectaron diferencias en el nivel de fosforilacién con respecto al nivel basal. Cabe
mencionar que resultados recientes en el grupo de trabajo han reproducido el incremento en
la fosforilacién de Jak3 en respuesta a quimiocinas. En estos experimentos se€ observa Jak3
fosforilado a niveles bajos, aunque mayores que la fosforilacién basal de Jak3

Las bandas debidas a Jak3 se observaban débiles de manera consistente, por lo que
se intentd determinar la eficiencia de la inmunoprecipitacién para verificar la cantidad de
proteina precipitada. Para lograr esto se corrieron en un gel de acrilamida alicuotas de
lisados celulares totales, de los sobrenadantes obtenidos después de.inmunoprecipitar, Yy en
algunos casos, de los inmunoprecipitados. En la figura 5.15 se muestra el resultado de uno
de los experimentos realizados. La intensidad de las bandas se corrigié de acuerdo al factor
de dilucién para tratar de normalizar la intensidad respecto a la intensidad hallada en el

lisado total. El resultado se resume en la grafica 5.2.
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Figura 5.9: Patrén de fosforilacién de proteinas totales extraidas de 2X10’ timocitos en
respuesta a la estimulacién con TECK. Carril 1: timocitos estimulados por medio del
entrecruzamiento por estreptavidina (Pierce ) de anticuerpos anti-CD3 (2C11, Pharmingen)
y anti-CD4 (L3T4, Pharmingen) acoplados a biotina; este experimento se realizé como
control positivo de fosforilacion. Carril 2: timocitos tratados con medio; experimento
realizado para conocer el nivel basal de fosforilaciéon de las proteinas. Carril 3: timocitos
estimulados con 1000 ng/ml TECK por 5 minutos. Las flechas indican proteinas con

incremento en la fosforilacién con respecto al control negativo al estimular los timocitos
con TECK. )
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Deteccidn

Anti-Jak3

FIGURA 5.10: Especificidad del anticuerpo anti-Jak3 (N-15, Santa Cruz). Carril 1:
Inmunoprecipitaciéon realizada con el anticuerpo anti-Jak3 N-15. Carril 2:
Inmunoprecipitacion adicionando tnicamente la proteina G-agarosa sin utilizar anticuerpo.
Carril 3: Inmunoprecipitacion con suero normal de ratén y proteina G-agarosa.
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Figura 5.11: Fosforilacion de Jak3 después de estimular timocitos con quimiocinas. Se
corrieron en el mismo gel tanto lisados totales (LT) como inmunoprecipitados (IP) con anti-
Jak3 (N-15). Carril 1: Estimulacion por entrecruzamiento de anticuerpos anti-CD3 y anti-
CD4 biotinilados. Carril 2: Estimulacion con SDF-1 100 nM por 30 segundos. Carril 3:
Estimulaciéon con SDF-1 100 nM por 5§ minutos. Carril 4: Estimulaciéon con TECK 100 nM
por 30 segundos. Carril 5: Estimulacion con TECK 100 por 5 minutos. Por razones técnicas
no se observa la banda debida a Jak3 en el carril 4 después de lavar la membrana.
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RF = -0.5256Ln(pm) + 2.688
R?2 = 0.9922
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Griafica 5.1: Determinacion del peso molecular de 1a banda observada en los carriles donde
el lisado celular se inmunoprecipité con el anticuerpo anti-Jak3 (N-15, Santa Cruz). Esta
banda se detect6 con un anticuerpo monoclonal anti-Jak3 (888, Berg). El RF corresponde a
la razdén: Distancia recorrida por la banda examinada/ Distancia recorrida por la banda de
menor peso molecular. El estandar de pesos moleculares utitizado es ‘““‘Presrained Protein
Marker, Broad Range’ (6-175 kDa) (New England Biolabs) con un rango util de pesos a
las condiciones empleadas para la electroforesis (SDS-PAGE con concentracién de
acrilamida:bisacrilamida 8%) de 32.5 a 175 kDa.
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Deteccion
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Figura 5.12: Cinética de fosforilacion de Jak3 en respuesta a la estimulacién por IL-7 (50
ng/ml) a 37°C. Se grafica la razon de la intensidad de la banda debida a Jak3 fosforilado en
tirosina entre la debida a Jak3 total. Carril 1: Control negativo; los timocitos se trataron con
medio por 1 minuto a 37°C. Carril 2: Estimulaciéon con IL-7 por 1 minuto. Carril 3:
Estimulacién con IL-7 por 3 minutos. Carril 4:Estimulacion con IL-7 por 8 minutos. Carril
5: Estimulacion con IL-7 por 15 minutos.
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Figura 5.13: Medicion de la fosforilacion de Jak3 en respuesta a quimiocinas. A:
Estimulacién con TECK a concentraciéon constante de 100 ng/ml. Carril 1: Control positivo
(IL-7, 5 a 37°C). Carril 2: Control negativo (medio, 5° a 37°C). Carril 3: Estimulacién con
TECK por 15 segundos (a 37°C). Carril 4: Estimulacién con TECK por 45 segundos. B:
Estimulaciéon con TECK por 3 minutos. Carril 1: Control positivo. Carril 2: Control
negativo. Carril 3: Estimulacion con TECK a 10 ng/ml. Carril 4: Estnmulacnon con TECK a

30 ng/ml. Carril 5: Estimulacion con TECK a 100 ng/ml
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Figura 5.14: Mediciéon de la fosforilacion de Jak3 en respuesta a quimiocinas. A:
Estimulaciéon con SDF-1 por 3 minutos. Carril 1: Control positivo. Carril 2: Control
negativo. Carril 3: Estimulaciéon con SDF-1 a 10 ng/ml. Carril 4: Estimulacién con SDF-1 a
30 ng/ml. Carril 5: Estimulacion con SDF-1 a 100 ng/ml. Carril 6: Estimulacién con SDF-1
a 300 ng/ml. B: Estimulacion con SDF-1. Carril 1: Control negativo. Carril 2: Control
positivo. Carril 3: Estimulaciéon con SDF-1 a 100 ng/ml por 15 segundos. Carril 4:
Estimulacion con SDF-1 a 100 ng/ml por 1 minuto. Carril 5: Estimulacién con SDF-1-a 100
ng/ml por 3 minutos. Carril 6: Estimulacion con SDF-1 a 200 ng/ml por 15 segundos. Carril

7: Estimulacién con SDF-1 a 200 ng/ml por 1 minuto.
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Figura 5.15: Determinacion de Jak3 no inmunoprecipitado. Los carriles marcados como
LT representan una alicuota del lisado total celular y los carriles marcados como SN
representan una alicuota del lisado después de inmunoprecipitar Jak3

120

100
80
60
40
20

% de proteina

Grafica 8.2: Eficiencia de la inmunoprecipitacion. La intensidad de las bandas se
normalizé de acuerdo al total encontrado en los lisados celulares totales. LT: Lisados
totales. SN: Sobrenadantes después de inmunoprecipitar Jak3. IP: Inmunoprecipitados.
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5.6 EXPRESION DE mRNA DE RECEPTORES DE QUIMIOCINAS EN RATONES
Jak3 -/-.

Una de las explicaciones posibles a la deficiente respuesta quimiotactica detectada
en los timocitos de ratones Jak3, es que los receptores de quimiocinas no se expresan o se
expresan de manera anormal por la ausencia de seiiales debidas a la IL-7.

En el grupo de trabajo con anterioridad se habia detectado la presencia de RNA
mensajero para los receptores de quimiocinas tanto en ratones Jak3 +/- como en ratones
Jak3 -/- (figura 5.17). La deteccidn se realizé por RT-PCR utilizando cDNA obtenido a »
partir de timocitos totales como se describe en la seccién de métodos. Por PCR se amplificé
el cDNA utilizando oligonucledétidos especificos para los receptores CCR1, CCR2, CCR3,
CCR4, CCRS, CCR7, CCRY9 y CXCR4; como se muestra en la figura 5.17, todos los
mensajeros para receptores de quimiocinas detectados en ¢l cDNA obtenido de timocitos
Jak3 +/- también fueron detectados en cDNA extraido de timocitos Jak3 -/-. Esto demuestra
que la falta de sefiales mediadas por citocinas con receptores que contienen yc no induce la
total inhibicién de la transcripcion de los genes de estos receptores.

Dado que no se encontraron diferencias cualitativas en la expresién de receptores de
quimiocinas, se intentd una aproximacion cuantitativa para investigar si existen diferencias
a nivel de cantidad de mensajero de cada receptor. La metodologia escogida fue RT-PCR
semicuantitativa, en la cual se coamplifica junto al mensajero de interés un fragmento de
mensajero de un gen expresado de manera constitutiva y cuyo nivel de expresién se supone
que es constante en un mismo tipo celular independientemente de su-genotipo. La cantidad
del mensajero de interés amplificado se normaliza de acuerdo a la cantidad de mensajero
constitutivo amplificado, que actiia como un control interno. El gen escogido para los
ensayos realizados fue el gen de la hipoxantina-fosforibosiltransferasa (HPRT), expresado
de manera moderada en células de mamiferos en comparacién con otros genes constitutivos
[36]. En cuanto a los receptores, nos enfocamos a investigar el nivel de expresién del
mRNA de tres de ellos: CCR7 (receptor especifico de SLC y ELC), CCR9 (TECK) y
CXCR4 (SDF-1). Estos receptores estan implicados en el desarrollo y reclutamiento de
timocitos y progenitores de médula 6sea, asi como en el homing de linfocitos T recién

emigrados del timo hacia érganos linfoides secundarios.
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Los oligonucledétidos “HPRT 1°° (que amplifican un fragmento de 351 pb) se
utilizaron en conjunto con los oligonucleétidos para CXCR4 y CCR9 (que amplifican
fragmentos de 267 y 414 pb, respectivamente) Para la reaccién de amplificacién de CCR7,’
que genera fragmentos de 344 pb se utilizaron oligonucledtidos “HPRT 2 que generan un
fragmento de aproximadamente 200 pb.

Se emplearon condiciones que permitieran que ambos mensajeros pudieran ser
amplificados en una misma reaccién. Estas se determinaron empiricamente, tomando como _
base las condiciones iniciales de las reacciones de amplificaciéon de cada fragmento de
mensajero de receptor. Las condiciones modificadas fueron la concentracién de Mg?", la
relacién entre los oligonucledtidos para receptores y los oligonucledtidos para HPRT, y la
temperatura y tiempo de los pasos de cada ciclo en la reacciéon de PCR. En el anexo III se
resumen las condiciones determinadas como las mas adecuadas para lograr la
coamplificaciéon de ambos fragmentos. Es importante mencionar que en esta primera
aproximacién se mantuvo constante el mimero de ciclos de la reaccién de PCR en 35 ciclos,
Yy los experimentos se realizaron con cDNA extraido de timocitos de un ratén Jak3 +/+.

Una vez que se definieron condiciones adecuadas para realizar la coamplificacion,
se empled cDNA obtenido a partir de mRNAs de timocitos Jak3 -/-. Dada la baja
celularidad de los timos de ratones Jak3 -/-, para obtener la cantidad minima necesaria de
RINA se mezclaron los timos de 5 ratones de edades de 12 a 17 semanas. El RNA control se
obtuvo de un solo ratén Jak3 +/- de 16 semanas. Con este cDNA se llevaron a cabo los
estudios de cinética de sintesis de los productos de la PCR. Estos estudios se realizan por
que la relacién calculada como cantidad de receptor/cantidad de HPRT solo es constante en
la fase de sintesis exponencial de la PCR. Como se puede ver en la grafica 5.3, el
crecimiento es exponencial por unos ciclos antes de alcanzar un miximo que se mantiene
constante, debido probablemente a que se consume en su totalidad alguno de los reactivos
empleados. Es importante conseguir en la electroforesis bandas con una intensidad
suficiente como para realizar mediciones reproducibles, por lo que de acuerdo a las
cinéticas obtenidas se escogidé el mayor ciclo aun dentro de la fase de sintesis exponencial.
Finalmente se realizaron amplificaciones por triplicado en el ciclo escogido a las
condiciones definidas con el cDNA obtenido de timocitos Jak3 +/- y con el cDNA de

timocitos Jak3 -/- (Figura 5.18). Se muestra una grafica representativa de los resultados
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obtenidos empleando los tres pares de oligonucleétidos (griafica 5.4). Como se muestra en
esta grafica, existen diferencias significativas en los niveles de expresién de CCR7 entre los
timocitos Jak3 +/- y los timocitos Jak3 -/-, siendo estos ultimos los que expresan mayores
niveles de CCR7 al normalizar con HPRT. En la grafica también se muestra que hay una
diferencia significativa en los niveles de CCRY9, pero esta diferencia no resulté
reproducible, incluso en ciertos experimentos la relacién fue inversa, con una mayor

expresion de CCR9 por parte de los timocitos Jak3 -/-. En general, las diferencias en la
expresion de CXCR4 no resultaron significativas.

‘b. Jak3 -/-

gL N

100",
12 34567 89123456 7 8 9

Figura 5.17: Comparacion de la expresién de receptores de quimiocinas en timocitos Jak3 +/- y
Jak3 -/-. El cDNA extraido de ambas poblaciones de timocitos fue sujeto a amplificacion por
PCR utilizando oligonucledétidos especificos para CCR1 (carril 2), CCR2 (3), CCR3 (4), CCR4
(5), CCRS (6), CCR7 (7), CCR9 (8) y CXCR4 (9). Carril 1: marcador de pesos 100 bp (Gibco).
Se muestran resultados obtenidos previamente en el mismo grupo de trabajo.
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Grifiea 5.3: Cinética de sintesis de fragmentos amplificados por PCR. A: Grafica en
escala lineal del aumento en la intensidad de la banda debida al fragmento amplificado
tefiida con bromuro de etidio con respecto al ciclo de PCR en que se detuvo la reaccién. B:
Grifica del mismo cxperimento en escala logaritmica, empleada para detectar la zona de
sintesis exponencial. En el experimento mostrado, el crecimiento exponencial se da hasta
el ciclo 23, tras el cual la velocidad de sintesis disminuye, probablemente debido a una
disminucién en la cantidad de reactivos.
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Figura 5.18: Comparacion de la cantidad de fragmentos del mensajero de receptores de
quimiocinas entre timocitos Jak3 +/- y timocitos Jak3 -/-. Los fragmentos para HPRT y los
receptores se amplificaron en el mismo tubo de reaccion de PCR, y las muestras obtenidas de
timocitos Jak3 -+/- se amplificaron al mismo tiempo que las de timocitos Jak3 -/-, empleando la
misma mezcla de reactivos. A: Comparacion de fragmentos generados empleando
oligonucledtidos especificos para CCR7 y HPRT. B: Comparacién de fragmentos generados
cmpleando oligonucledtidos especificos para CCR9 y HPRT. C: Comparacion de fragmentos
generados empleando oligonucledtidos especificos para CXCR4 y HPRT
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CXCR4

Grafica 5.4 Anilisis por RT-PCR semicuantitativa de la expresién de los
receptores CXCR4, CCR7 y CCR9. Se grafica el promedio + D.E. de la
relacién de intensidad de la banda del receptor entre la intensidad de la banda
de HPRT de triplicados obtenidos en un solo experimento. *: Se detectaron
diferencias significativas en la relacidn receptor/HPRT entre los timocitos
Jak3 +/- y Jak3 -/-, p<0.01l. Las diferencias detectadas en el experimento
mostrado empleando oligonucledtidos especificos para CCR7 se reprodujeron
en todos los experimentos realizados (n=4), no asi las detectadas para CCR9
en el experimento que se muestra.
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6 DISCUSION

De manera paralela a su maduracion, los timocitos se mueven a través de diversos
micro ambientes dentro del timo, donde reciben las seiiales necesarias para sobrevivir,
proliferar y diferenciarse, sufriendo distintos éambios fenotipicos durante el proceso. El
movimiento de los timocitos es regulado por sus interacciones con las células del estroma
timico por medio de moléculas de adhesion y factores solubles, entre los cuales sobresalen
las qumuomnas pues se ha implicado experimentalmente a diversos miembros de esta
fam111a. como responsables al menos en parte, de los movimientos ordenados de los
) txmoc1tos en dlstmtos estados de maduracién dentro del timo [116]. Por otra parte, Jak3 es
'uua cinasa ‘expresada casi exclusivamente en células del sistema inmune, y su ausencia
provoca serias deficiencias en el desarrollo de células del linaje linfoide. En particular, el
desarrollo de los timocitos parece estar afectado por que la celularidad en el timo disminuye
considerablemente, aunque existe evidencia que indica que el defecto no se da en procesos
de maduracién.

Puesto que se demostré el papel de las quimiocinas en el timo, nuestro grupo
postulé que la via Jak/STAT podria estar implicada en la respuesta a quimiocinas en el
timo. La alteracién de esta via puede participar en el fenotipo observado en los ratones
deficientes en Jak3. Corroborando esta hipétesis, se ha reportado recientemente el papel de
Jak3 en la transduccién de sefiales mediadas por receptores de quimiocinas (revisado en
[71]) en diversas lineas celulares. Para probar nuestra hipétesis se realizaron estudios de
quimiotaxis para investigar la capacidad de respuesta migratoria de timocitos obtenidos de
ratones Jak3 -/-.

En primer lugar se examiné el fenotipo de los ratones Jak3 -/-. Se observo que los
timos extraidos de ratones Jak3-/- eran de un tamaiio notablemente menor que los timos
extraidos de ratones heterocigotos o normales (Fig. 5.2). Consecuentemente, el nimero de
timocitos extraidos de timos Jak3 -/- era apreciablemente menor que cuando se trataba de
timos Jak3 +/- o -+/+. Los porcentajes de timocitos en las cuatro principales subpoblaciones
(DN, DP, SP CD4" y SP CD8") resultaron muy parecidos a los obtenidos en ratones
heterocigotos. Este resultado es consecuente con lo reportado previamente ([7] y [8]). Se

observaron diferencias que no resultaron significativas (P<0.01) en el porcentaje de
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timocitos SP CD4"* Jak3 -/-(Tabla 5.1), aunque el aparente aumento en timocitos SP CD4"
probablemente sea un artefacto; se requiere realizar mas experimentos para definir si se
trata de un artefacto, aunque se ha repbrtado que la diferenciacion de los timocitos
aparentemente se lleva a cabo de manera 'anmal en ausencia de Jak3, de acuerdo al analisis
de las subpoblaciones segiin la expresion de los correceptores CD4 y CD8. Dado que el
fenotipo de los ratones Jak3 -/- se observa en timos de ratones yc -/-, IL-7 -/- o IL-7Ra -/-,
es probable que el fenotipo se deba al menos en parte a la incapacidad de los timocitos de
responder a IL-7, citocina envuelta en procesos de expansién, diferenciacién y/o
sobrevivencia [8]. Sin embargo, la caracterizacién detallada de los timocitos durante la
etapa fetal demostré que existia un claro retraso en la generacién de las subpoblaciones T1,
T2, T3 y T4 de DN. En el dia 14 de gestacién el ntimero total de timocitos Jak 3-/- se
encontraba disminuido 1/100 respecto a los timocitos fetales del ratén silvestre. Puesto que
el estadio mas inmaduro (T1) no se encuentra en activa replicacién, se argumenté que la
reduccién del mimero de timocitos no podria explicarse solamente por una ausencia de
respuesta a IL-7, sino que podrian haber defectos en el reclutamiento de progenitores del
higado fetal hasta el timo [7]. Asi mismo se observo un retraso de un dia en la generacién
de los.estadios T2 y T3 en los dias 15 y 16 de gestacién [8].

Los resultados descritos en el presente trabajo aportan nueva evidencia de que,
ademas de los efectos debidos a la ausencia de seiializacién por IL-7, los timocitos Jak3 -/-
podrian tener defectos adicionales, entre los cuales destaca la respuesta migratoria en
respuesta a quimiocinas timicas. En el presente trabajo se encontré que los timocitos de
ratones Jak3 -/- presentaron deficiencias en la respuesta quimiotactica frente a SDF-la y
TECK, quimiocinas expresadas de manera importante en el timo. Algunos grupos de
trabajo consideran que estas quimiocinas pueden tener un papel importante en la llegada de
progenitores al timo [120;98], aunque experimentos con ratones deficientes en las
quimiocinas mencionadas sugieren que existen otros factores implicados {122;130] porque
a pesar de la ausencia de las quimiocinas, la llegada y el desarrollo de los timocitos no
presenta defectos severos.

Es posible que estas quimiocinas cumplan papeles redundantes con otras
quimiocinas, por lo que la ausencia de una no provocaria un efecto fiacilmente detectable.

Sin embargo, si diversos receptores de quimiocinas comparten vias de sefializacion, la
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inhibicién de una de estas vias afectaria la sefializacién mediada por varias quimiocinas,
produciendo defectos importantes en el reclutamiento de los progenitores o la subsiguiente
migracién de los timocitos en desarrollo. La ausencia de Jak3 podria afectar la sefializaciéon
mediada por varias quimiocinas, entre ellas las estudiadas en el presente trabajo, SDF-1a y
TECK; y segiin resultados preliminares, de MCP-1 (Soldevila et al, en preparacioén). La
deficiencia en Jak3 podria en conjunto modificar de manera importante la migracién de los
timocitos y afectar su capacidad para encontrar los microambientes adecuados para el
estadio de maduracién en que se encuentren. Si los timocitos no se encuentran en el
microambiente adecuado, es de suponer que habra una disminucién en su supervivencia, lo
cual junto a la ausencia de sefiales de supervivencia de IL-7 explicaria la baja celularidad
del timo. Es posible, sin embargo, que un miembro de la familia Jak pueda ser sustituido
por otro miembro de la misma familia, por lo que resultaria importante realizar los
experimentos con un ratén deficiente en mas de un miembro de la familia Jak. De manera
interesante los ratones Jak 1 -/- presenta una disminucién en el mimero total de timocitos
(M. Meraz, comunicacidén personal), aunque' en este ratdn no se estudié en detalle otras
posibles deficiencias funcionales de los timocitos.

En experimentos preliminares se encontré que los timocitos Jak3 -/- si eran capaces
de migrar en respuesta a SDF-1 y TECK, pero a concentraciones mas altas que las
requeridas por timocitos Jak3 +/-; ademas, el nimero maximo de células Jak3-/- que
migraban resultaba significativamente menor al nimero maximo de células Jak3+/- que
migraban en la concentracién de maxima respuesta. Sin embargo en el presente trabajo la
respuesta de los timocitos Jak3-/- frente al gradiente de quimiocinas fue nula. Esta
diferencia puede deberse al manejo experimental: quiza los timocitos Jak3 -/- empleados en
el presente trabajo resultaron menos sensibles a las quimiocinas, o menos aptos para llevar
a cabo la quimiotaxis que los empleados en los experimentos preliminares. También es
posible que la concentracién maxima de quimiocina empleada en los experimentos
presentados no fuera suficiente para evocar la respuesta quimiotactica. Es importante
aclarar que los timocitos Jak3 +/-, tanto en los experimentos preliminares como en el
presente trabajo tuviecron un maximo de migracion a concentraciones parecidas.

Como se ha descrito anteriormente, una de las posibles causas de la hipoplasia

timica observada en los ratones Jak3 -/- es una deficiencia en el reclutamiento de células
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progenitoras al el timo. Para investigar el pépel de Jak3 en este proceso, se realizé el
andlisis de la respuesta quimiotidctica de células totales de la médula 6sea contra
quimiocinasb-que han sido implicadas en el reclutamiento al timo (Teck y SDF-1). En
algunos experimentos se observa una diferencia significativa entre la migraciéon de los
timocitos Jak3 +/- y los timocitos Jak3 -/-. Dado que hay una gran diversidad de células en
la médula Ssea (progenitores mieloides, eritroides  y linfoides en distintos estadios de
maduracién, asi como células nana o “nurse”, linfocitos B en desarrollo, macréfagos, ete.)
resulta dificil concluir si existe una diferencia en la respuesta migratoria por parte de los
progenitores linfoides, cuyo porcentaje es menor al 1% de la poblacion total de células de la
médula dsea [96]. Por lo tanto resulta necesaria la purificacién de las subpoblaciones de
progenitores linfoides mediante la utilizacién de marcadores especificos (Lin -, Sca, cKit,
etc), para analizar posteriormente su respuesta hacia quimiocinas.

Como ya se ha mencionado, en ratones deficientes para IL.-7 o para miembros del
receptor de esta citocina se observan fenotipos similares al del ratén Jak3-/- {82;117]. En
estos casos se postulé que la hipoplasia timica se debia a la ausencia de sefiales de
proliferacién y supervivencia necesarias para los timocitos DN mas inmaduros. Para
diferenciar los efectos debidos a la ausencia de estas sefiales de los efectos en la migracion,
resultaria importante realizar experimentos de quimiotaxis con timocitos yc -/- en los que
Jak3 no se ve afectado pero si existe la ausencia de sefiales mediadas por IL-7. A este
respecto cabe mencionar que como alternativa se han realizado experimentos preliminares
en nuestro grupo de trabajo, en los que se emplean timocitos Jak3 -+/+ incubados con un
inhibidor especifico de Jak3, y la migracién parece estar disminuida con respecto a los
controles sin inhibidor, 1o cual corrobora el papel de Jak3 en la respuesta quimiotactica de
los timocitos (Garcia et al, en preparacién).

. Se supone que un evento “‘rio abajo” de Jak3 en las vias de sefalizaciéon activadas
por las quimiocinas es la movilizacién de calcio intracelular. Como otra aproximacién
experimental para detectar la participacion de Jak3 en la transduccidn de seifiales mediadas
por quimiocinas se intentd determinar si existian diferencias en 1a movilizacién de calcio
inducida por quimiocinas en timocitos Jak3 -/- con respecto a un control de timocitos Jak3
+/-. Se comprobd que el sistema empleado era capaz de detectar movilizacién de calcio

intracelular al estimular a los timocitos por medio de anticuerpos anti-CD3 y anti-CD4
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entrecruzados, y al emplear como control positivo el ionéforo ionomicina. Sin embargo, a
pesar de que existen reportes de movilizacion de calcio en respuesta a quimiocinas en
timocitos (como Eotaxina [38], y MIP-13 {24]), no fue posible detectar ninguna respuesta
en los experimentos, realizados todos con timocitos Jak3 +/+. En los reportes mencionados
la respuesta de movilizacion de: calcio es muy débil y es detectada empleando un
fluorimetro, por lo que es posible que el método de deteccién empleado en el presente
trabajo (citometria) no haya sido lo suficientemente sensible como para detectar la
respuesta, por lo que seria conveniente repetir los experimentos empleando una
metodologia mas sensible. Por otro lado, se ha demostrado que la respuesta a las
quimiocinas varia segiin el estadio de maduracién de los timocitos ya que existe una
expresion diferencial de receptores de quimiocinas en los distintos estadios. Teniendo eso
en consideracién, convendria separar subpoblaciones de timocitos, para realizar los
experimentos de movilizacién de calcio en poblaciones relativamente puras pues es posible
que se haya dado un apantallamiento de la movilizacién de calcio en una subpoblacién si la
mayoria de los timocitos no respondieron. Por otra parte existe un reporte en el que
tampoco fue posible detectar movilizacion de calcio en timocitos en respuesta a SDF-1a ni
ELC (57]; los autores ponen en duda que la movilizaciéon de calcio se dé como requisito
necesario para la respuesta quimiotactica, por lo que también es posible que en realidad las
quimiocinas empleadas no provoquen movilizacién de calcio. En cualquier caso, dada la
imposibilidad para detectar el resultado esperado en el control positivo (timocitos Jak3
+/+), no se realizaron estos experimentos empleando timocitos Jak3 -/-.

Una vez que se comprobd que la respuesta quimiotictica de los timocitos estaba
disminuida en ratones Jak3 -/-, se investigd si Jak3 se encontraba dentro de las via de
sefializacion activadas por las quimiocinas. Se ha demostrado que los estimulos capaces de
activar a Jak3 inducen una fosforilacién en tirosina de esta proteina, evento necesario para
que Jak3 adquiera su actividad maxima de cinasa y sea capaz a su vez de fosforilar otras

<

proteinas “rio abajo’ [50;63]; por lo tanto es de esperarse que si Jak3 es activado por las
quimiocinas, se detecte su fosforilacién en tirosina.

Al estimular timocitos con TECK, se observé un aumento en el nivel de
fosforilaciéon de proteinas totales con respecto a timocitos tratados con medio. Dado que

puede haber proteinas que migren muy cerca de Jak3 al someter un lisado de timocitos a
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SDS-PAGE, se decidio aislar esta proteina por medio de una inmunoprecipitaciéon. Una vez
que se logré aislar, se investigé la capacidad de detectar su estado de fosforilacion,
empleando un control positivo capaz de fosforilar Jak3. Se escogio la IL-7, cuyo receptor
esta constituido por la cadena yc que se asocia constitutivamente a Jak3, pues existen
muiltiples observaciones en que se detecta la fosforilacion de Jak3 en respuesta a
estimulacién con esta citocina [47]. De acuerdo con los reportes previos, se detectd la
fosforilacién de Jak3 en respuesta a IL-7. Se probé entonces la capacidad de las
quimiocinas para fosforilar Jak3. Esta fosforilacion se vio claramente al estimular con
TECK (100 ng/ml por 15 y 45 segundos, ﬁgui‘a 5.14) y al estimular con SDF-la (3
minutos, concentraciones crecientes, figura 5.15).

En un reporte reciente {115] se detectd la fosforilacién de Jak3 en células MOLT4
estimuladas durante un minuto con SDF-1a 10nM. La fosforilaciéon fue transitoria pues se
dejé de detectar a los 5 minutos post-estimulacién. No hay reportes de fosforilacion de
miembros de la familia de cinasas Jak por parte de TECK, aunque si existen reportes que
describen que otros miembros de la familia de quimiocinas CC (de la cual forma parte
TECK) activan a cinasas Jak: MCP-1 es capaz de activar Jak2 [86] y RANTES es capaz de
activar Jakl [87], en ambos casos se empled la linea celular HEK-293. Es posible que la
fosforilacién de Jak3 en respuesta a quimiocinas en timocitos recién aislados se lleve a cabo
de manera muy débil y transitoria, de ahi la dificultad de detectarla. Nuestros experimentos
mostraron ademas una fosforilaciéon basal de Jak3 en timocitos pero fue dificil detectar
incrementos en esta fosforilacién en respuesta a quimiocinas.

Uno de los problemas técnicos que dificultaron la deteccion de la fosforilacion de
Jak 3 fue la baja eficiencia de inmunoprecipitacién de la cinasa Jak 3 con el anticuerpo
utilizado. Es posible que este hecho dificulte la deteccién de una fosforilacion débil por
parte de Jak3 en respuesta a quimiocinas. Para aumentar la sensibilidad del ensayo se busca
probar un anticuerpo distinto para lograr la inmunoprecipitacién.

También resultaria 1itil separar subpoblaciones de timocitos, pues dado que el patréon
de expresion de los receptores de quimiocinas cambia con el estado de maduracién, es
probable que también cambie su respuesta a quimiocinas. Sin embargo, los receptores de

SDF-1a y TECK (CXCR4 y CCRY, respectivamente) tienen altos niveles de expresidén en
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timocitos durante el estadio de dobles posiﬁVos, que conforman la mayor parte de los
timocitos, por lo que seria de esperarse que la respuesta de timocitos DP fuera detectable.

Se intentoé también detectar la fosforilacidon de sustratos de las cinasas Jak (datos no
mostrados). En particular, se investigé la fosforilacion de las proteinas STAT, los sustratos
mas estudiados de las cinasas Jak. En ninguno de los experimentos se observo la
fosforilacién de estas proteinas en respuesta a los estimulos, incluido el control positivo de
IL-7, por lo tanto los resultados preliminares no son concluyentes. Se ha reportado la
activacion de STAT1 y STAT3 en respuesta a la estimulacidon con las quimiocinas
RANTES y MIP-1a, que comparten el receptor CCRS5 expresado en timocitos en los
estadios DP y SP [121]. Estos experimentos se realizaron en células Jurkat y la activacién
se midié por la capacidad de las STAT de unir DNA; no se investigd su estado de
fosforilaci6én, aunque para translocarse al nucleo, las STAT deben estar fosforiladas y
dimerizadas. En ese reporte se emplearon tiémpos de estimulacién de 15 minutos a 2 horas,
aunque en otros reportes en que se investiga la fosforilacién de las STAT, se observa su
fosforilacion en pocos minutos después de la estimulacién (Revisado en [63]). Por lo tanto,
es poco probable que la imposibilidad de detectar la fosforilaciéon de STAT3 y STATS en
respuesta a IL-7 se deba a una eleccidon inadecuada del .tiempo de estimulacion. Se
demostré ademas que la IL-7 empleada es capaz de inducir la fosforilacién de Jak3, por lo
que se esperaria observar la fosforilaciéon de sus sustratos. Por lo tanto, es posible que la
imposibilidad de detectar la fosforilacién de STATs se deba a un artefacto en el método de
deteccion. Existen anticuerpos que se unen especificamente a STATs fosforilados,
permitiendo su deteccién en western blots a partir de lisados totales, sin tener que
inmunoprecipitar la STAT investigada. Su uso permitira examinar mas directamente la
fosforilacion de STATSs en respuesta a la estimulaciéon con quimiocinas.

Una hipdtesis alterna que puede explicar la deficiencia en la migraciéon observada en
los timocitos Jak3 -/- es que la ausencia de esta cinasa afecte de alguna manera la
regulacidn de la expresion de los receptores de quimiocinas. Este efecto podria deberse a la
regulacion de estos receptores por citocinas que empleen la via Jak/STAT para transducir
sus sefiales. Se ha reportado que IL-2, capaz de activar Jak3 porque su receptor emplea la
cadena yc, provoca un aumento en la expresion de CXCR4 en linfocitos T humanos [12].

También se investigd la capacidad de IL-15, cuyo receptor emplea la cadena yc, para
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inducir expresién de quimiocinas y sus receptores en linfocitos T; en ese reporte el grupo
de Perera et al encontré que IL-15 induce la expresion de quimiocinas tipo CC,CXC yC, y
de mRNA para receptores de quimiocinas CC pero no de mensajeros para receptores de
quimiocinas CXC [81]. En un reporte mis reciente [51] se emplea la citometria de flujo
para investigar la expresion a nivel de superficie celular de CXCR4 en linfocitos T de
memoria, y se encontré que IL-2, IL-4, IL-7 e IL-5, pero no IL-9 (interleucinas cuyo
receptor emplea la cadena yc) son capaces de aumentar la expresién en superficie de
CXCRA4. Se investigd también la transcripcion de CXCR4 y se observé que la expresién en
superficie de este receptor se correlaciona con un aumento en el mRNA del receptor, en
aparente contradicciéon con los resultados de Perera. Estos reportes indican que IL-7 puede
contarse entre las sefiales capaces de regular la expresién de receptores de quimiocinas, por
lo que una deficiencia en las vias de seiializacién activadas por esta citocina pueden
modificar la expresidon de los receptores de quimiocinas.

Dado que al momento de realizar los experimentos no se contaba con anticuerpos
especificos para receptores de quimiocinas (para medir la expresién de los receptores en la
membrana celular por citometria de flujo), se decidié examinar la presencia del mensajero
por. medio de RT-PCR. En una primera aproximacién se demostré que tanto en los
timocitos Jak3 -+/- como en los timocitos Jak3 -/- habian transcritos para todos los
receptores probados. Resulté importante entonces intentar cuantificar el mensajero, para
observar si habia diferencias en el nivel de expresion de los genes de los receptores. Para
esto se empled una metodologia de RT-PCR semicuantitativa en la que se comparé la
eficacia de la sintesis de un fragmento del mRNA de interés (dependiente de la cantidad
inicial de moléculas de mRNA por reaccion) entre ratones Jak3 +/- y Jak3 -/-, empleando
como control interno el mRNA de un gen de expresion constitutiva, el gen de la enzima
hipoxantina-fosforibosiltransferasa (HPRT). Se escogid este gen dado que diversos estudios
han demostrado que tiene una expresion moderada y relativamente constante,
independiente de estimulos extracelulares [36]. Para lograr una coamplificacién
reproducible en la reaccién de PCR se tienen que controlar muchos parametros (revisados
en Henegariu et al. [44]), entre los que cabe destacar la relacién entre los pares de
oligonucledtidos especificos para ambos fragmentos (receptor y HPRT), pues el exceso de

un par con respecto al otro par provoca un aumento en la eficiencia de amplificacién del
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primero, y una disminucién en la eficiencia de amplificacion del segundo; la relacién se
debe estandarizar de forma que ambos fragmentos sean amplificados de manera equivalente
en el cDNA control (Jak3 +/-). Igualmente importante es definir la cinética de
amplificacién de los fragmentos, pues se ha observado que €l maximo de amplificacién no
se da al mismo tiempo en ambos fragmentos; cuando el primero de los fragmentos deja de
amplificarse (probablemente porque ya es muy baja la concentracién de oligonucledtidos
especificos para ese fragmento), es probable que el otro contintie amplificandose por unos
ciclos mas, cambiando la relacién entre ellos. Por lo tanto la reacciéon debe interrumpirse en
un ciclo en el que la amplificaciéon todavia se lleva a cabo de manera exponencial, pues
durante estos ciclos la relacién entre el gen de interés y el de HPRT se mantendra
constante. Asi mismo se deben definir las condiciones de PCR (tiempo y temperatura de
cada paso, y concentracidon de reactivos) para cada par de fragmentos amplificados.

De esta manera se compararon los niveles de expresion de CXCR4, CCR7 y CCR9
en timocitos. Los receptores para CXCR4 y CCR9, como se mcnciond, se expresan en la
mayor parte de los timocitos [76], por lo que es muy probable que tengan un papel
relevante en los procesos de migracion necesarios para la maduracién de estas células. Los
resultados preliminares obtenidos en el presente trabajo indican que no hay diferencias
significativas en los niveles de expresiéon de estos receptores entre los timocitos Jak3 +/- y
los timocitos Jak3 -/-. Estos resultados contrastan con los reportes recientes que demuestran
que IL-7 induce la expresion de CXCR4 en linfocitos T de memoria [51] aunque es muy
probable que las diferencias intrinsecas entre linfocitos T de memoria y timocitos expliquen
esta discrepancia. Ademas se ha demostrado que la expresion del receptor CXCR4 durante
la diferenciacién de timocitos es relativamente estable, por lo que resultaria innecesaria la
modulacién de este receptor a través de IL-7 [57]). Por otro lado CCR9 se ve regulado por
distintas sefiales, entre las que se encuentran las mediadas por el pre-TCR o el TCR, [123] y
[109], por lo que también es posible que estas sefiales tengan un papel preponderante en la
regulacidn de este receptor y no sea posible detectar diferencias al omitir la seiial de IL-7.

El receptor CCR7 es expresado por timocitos SP, y sus ligandos, ELC y SLC, se
expresan en organos linfoides secundarios, por lo que es probable que la expresion de este
receptor correlacione con la habilidad de los timocitos de salir del timo y llegar a los

organos linfoides secundarios. Se investigé su nivel de expresiéon en conjunto con un
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proyecto en proceso que tiene el objetivo de definir las deficiencias de linfocitos T
periféricos Jak3 -/-, pues los nédulos linfaticos de los ratones Jak3 -/- tienen una celularidad
muy disminuida y se piensa que es posible que esto se deba a una deficiencia en el trafico
de linfocitos T recientemente emigrados del timo. De manera interesante, se observo
repetidamente una mayor cantidad de mRNA de CCR7 en timocitos Jak3-/- con respecto a
timocitos Jak3 +/-, contrario a lo que podria esperarse si IL-7 aumentara la expresion de
CCRY7. Si Jak3 se encuentra en las vias de sefalizacion activadas por CCR7, es posible que,
por'un mecanismo de regulaciéon, la ausencia de seﬁal_es mediadas por CCR7 indujera una
mayor expresién de este receptor, aunque no se han encontrado reportes en que se
mencione algo al respecto. En cualquier caso, es importante mencionar que estos resultados
se obtuvieron todos de una mezcla de RNA de timocitos de 4 ratones Jak3 -/-, pues la
eficiencia de recuperaciéon de RNA resultd ser muy baja al emplear timocitos obtenidos a
partir de un Unico timo Jak3 -/- dada la baja celularidad del mismo. Por lo tanto es
necesario repetir los experimentos en las condiciones de amplificacion definidas empleando
nuevo RNA de otras muestras para investigar la reproducibilidad de los resultados
encontrados. Dada la gran cantidad de parametros controlados en la realizacion de estos
experimentos, también resultaria importante probar otros ensayos en los que se manipule
menos la muestra, como el ensayo de proteccién de RNAsa. Estia en proceso el andlisis de
expresion de receptores empleando PCR en tiempo real. También se ha considerado separar
las subpoblaciones de timocitos, pero la cantidad limitada de timocitos Jak3 -/- dificultaria
la obtencion de RNA en cantidades suficientes para llevar a cabo la retro-transcripcién.
Ademas,  algunos autores consideran que la cantidad de mRNA de receptores de
quimiocinas encontrada no necesariamente correlaciona con la expresién y actividad del
receptor en la superficie, pues la célula podria tener un “poo!” interno de mRNA que no se
traduce a proteinas sino hasta recibir alguna sefial (revisado en [71]). A este respecto, esta
en proceso el anailisis por citometria de flujo de la cantidad de proteina expresada en

superficie empleando anticuerpos disponibles comercialmente.
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7 CONCLUSIONES

Se probé que los timocitos Jak3 -/- presentan una migracién deficiente frente a
SDF-la y TECK con respecto a los timocitos Jak3 +/-.

Los ensayos de movi}izacién de calcio para detectar la respuesta de timocitos hacia
quimiocinas como SDF-la y TECK no resultaron lo suficientemente sensibles
como para obsérvar una respuesta. Alternativamente, los timocitos no responden
con nioviiizécién de calcio ante las quimiocinas probadas.

Sé demostré un aumento en la fosforilacién de diversas proteinas en respuesta a la
estimulacién con quimiocinas. Se detecté la fosforilacion de Jak3 en respuesta a
SDF-1ac y TECK a niveles bajos, resultados confirmados recientemente por el
mismo grupo de trabajo.

El andlisis cualitativo de la expresion de mRNA de receptores de quimiocinas
demostré que no hay diferencias en los patrones de expresion de estos receptores en
timocitos Jak3 +/- y Jak3 -/-.

Por medio de un método semicuantitativo optimizado en el laboratorio para
comparar la cantidad de mRINA de los receptores CXCR4, CCR7 y CCR9 por PCR,
se detecté de manera preliminar que no existen diferencias significativas en la
expresion de los receptores CXCR4 y CCR9 en timocitos Jak3 +/- y Jak3 -/-,

mientras que la expresiéon de CCR7 resultd estar aumentada en los timocitos Jak3 -/-
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8 APENDICE I: PROTOCOLOS
EXPERIMENTALES
8.1 TINCION DE CORRECEPTORES CD4 Y CD8 EN TIMOCITOS.

Por medio de cirugia se extrajo el timo de ratones C57B/6 Jak3 +/+, Jak3 +/- o Jak3
-/-. El timo se disgregd mecanicamente manteniéndose entre dos membranas de nylon de 50
um sumergidas en medio RPMI (Gibco, Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) suplementado
con 2% de suero fetal bovino (SFB, Gibco). La suspensiéon celular resultante esta
compuesta en su mayor parte por timocitos (pureza >95%). Los timocitos se lavaron un par
de veces con amortiguador para citometria (ver apéndice II), centrifugando entre cada
lavado a 2000 rpm durante 5 min a 4°C. El botén celular se resuspendié en 200 ul de suero
normal de ratén diluido 1:20 con el amortiguador para citometria, y se incubé a 4°C
durante 20 min. Al terminar la incubacién, 1a suspension se centrifugo a 2000 rpm durante
5 min. El botén celular se resuspendié en 200 ul de una dilucidn previamente estandarizada
del anticuerpo acoplado al fluoréforo (Anti-CD4-CyChrome y Anti-CD8-FITC,
Pharmingen, San Diego CA, EUA), y se incubd por 30 min a 4°C. Se centrifugo y se lavd
3 veces con amortiguador para citometria. Por ultimo, las células se fijaron en 200 ul de
amortiguador de filacidén. La fluorescencia de las células se evalué empleando un citdmetro
de flujo FACScan (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ EUA) con el software
CELLQuest versién 3.3 (Becton Dickinson).
8.2 GENOTIPIFICACION DE RATONES

Los ratones Jak3 -/- se obtuvieron de The Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME,
USA). Se generaron ratones heterocigotos del mismo fondo genético (CS57BL/6J), cuya
descendencia fue tipificada por PCR para determinar su genotipo. Como resultado de la
cruza de ratones heterocigotos se obtuvieron ratones éon tres genotipos distintos: Jak3 +/+,
Jak3 +/- y Jak3 -/-. Para conocer el genotipo de un raton, se extrajo el DNA a partir de colas
de ratéon digeridas enzimaticamente; con este DNA se realizaron dos reacciones de PCR,
una para determinar la presencia del gen de Jak3 y otra para determinar la presencia de un
gen exdgeno de resistencia a neomicina (NEO), pues el raton Jak3 -/- se obtuvo por
insercion del gen de resistencia a neomicina para reemplazar las secuencias que codifican

los subdominios I a TV del dominio de cinasa de Jak3, por lo que la enzima perdié toda
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actividad catalitica [105]. A los ratones de 4 a 2 semanas de edad se les corté el extremo de
la cola para determinar su genotipo. Las colas cortadas se incubaron por separado en 500 pl
de solucién de digestion (apéndice II) con Proteinasa K (0.1 mg/ml) a 55°C por el tiempo
necesario para digerirlas (de 4 a 8 h). A la suspensién resultante se le afiadieron 500 pl de
una mezcla de fenol saturado: cloroformo: alcohol isoamilico (25:24:1) y 1a mezcla se agité
a temperatura ambiente durante 15 min. Los tubos se centrifugaron a 13 000 rpm durante
15 min para separar las fases, y se recuperd la fase acuosa. Se afiadié entonces 400 ul de
una mezcla de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1) y una vez mas se agitaron los tubos
durante 15 min, tras los cuales se repitié la centrifugacién a 13 000 rpm por 15 min. La fase
acuosa se recuperd y se le afiadié 1 ml de etanotl al 100% enfriado a —20°C, mezclando los
liquidos por inversién. La solucién se mantuvo a —20°C durante al menos 20 minutos para
precipitar el DNA, y posteriormente se centrifugo a 13 000 rpm durante 30 min a 4°C. El
botén de DNA resultante se lavd con etanol al 70%, centrifugando a 13 000 durante 10 min
a 4°C. Se retir6 el sobrenadante, y el boton se dejé secar al aire durante unos 5 min, tras los
cuales se resuspendié en 100 nul de agua bidestilada y desionizada. Se sometié 1 pl del
DNA asi obtenido a una reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) para definir la ausencia
o presencia del gen de Jak3 y del de neomicina siguiendo las condiciones de reaccién
definidas en el apéndice IIl, empleando los reaqtivos a la concentracién listada a
continuacion:

Tabla 8.1: Concentracién de los reactivos empleados en la PCR realizada para amplificar

fragmentos tanto del gen de Jak3 como del gen de neomicina.
Reactivo Concentracién Final
Amortiguador 1X
MgCls 2 mM
dNTP 0.2 mM
Oligonucledtidos 0.25 uM c/u
Tag Polimerasa 0.02 w/reaccidén

8.3 ENSAYO DE QUIMIOTAXIS
Previo al experimento, se sumergié una membrana de policarbonato con poro de 5

pum (Neuroprobe, Gaithersburg, MD, EUA) en una solucion de fibronectina (20 pg/ml), y

con el fin de lograr una cubierta homogénea de fibronectina sobre la membrana, cada lado
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de la membrana se incubdé a 37°C por 30 min. Se extrajeron timocitos segiin el método
descrito, y células de médula 6sea. Las células de médula ésea se obtuvieron inyectando
medio RPMI dentro del fémur recién extraido de ratones C57B/6 Jak3 -+/+, Jak3 +/- o Jak3
-/-. Las células se lavaron un par de veces con medio RPMI adicionado con 2% SFB,
centrifugando entre cada lavado a 2000 rpm durante 5 min a 4°C. En algunos experimentos
los timocitos se tifieron de acuerdo al siguiente protocolo: se resuspendieron a 5X10°
células/ml con RPMI y se adiciond a la suspensién celular el fluoré foro Acetoximetil-ester
de Calceina (Calceina-AM, Molecular Probes, Eugene, Or. EUA) a una concentracidén final
de 0.5 uM. Las células se mantuvieron a 37°C en una incubadora con 5% de CO; durante
30 min para lograr una buena inclusién del fluoréforo, tras lo cual las células se lavaron tres
veces con medio HBSS (Gibco) para ser ﬁnalmente resuspendidas a 5X10° células/ml en
medio HBSS adicionado de BSA al 0.05%, calcio y magnesio (medio de quimiotaxis). Las
diluciones de los agentes quimioticticos se prepararon en medio de quimiotaxis y se
incubaron por 15 min a 37°C justo antes de comenzar el ensayo de quimiotaxis, para
desgasificar la solucidn y evitar la aparicién de burbujas durante el ensayo. Una vez que se
tenian listas las células y las soluciones de los agentes quimioticticos, se procedié a llenar
la camara de Boyden modificada (Neuroprobe) como a continuacidén se describe. En primer
lugar, los pocillos inferiores se llenaron con 30 ul de la solucién del agente quimiotactico,
cuidando el tamafio del menisco sobre el pocillo ﬁara evitar problemas de contaminacién
cruzada o de falta de contacto entre la solucién y la membrana. Una vez que todos los
pocillos estuvieron llenos, se colocéd con cuidado la membrana recubierta de fibronectina
sobre estos, cuidando que no se mezclaran las soluciones y que no quedaran burbujas entre
la solucién y la membrana, sobre la cual se colocé un empaque de hule. Se colocé la parte
superior de la caAmara y se asegurd firmemente en su lugar con los tornillos provistos para
este efecto. Finalmente, se cargaron 50 pl de la suspensién de células en los pocillos
superiores. Una vez que la cimara quedo cargada, se colocd en una incubadora a 37°C con
5% CO2 y se incubd por 2 h durante las cuales las c¢lulas capaces de responder a los
agentes quimiotacticos migraron a través de la membrana. Pasado ese tiempo, la camara se
desarmé y la membrana fue procesada para detectar las células que migraron: primero se
rasp6 el lado superior de la membrana (sobre el que se colocé la suspension celular) con

una espatula de hule provista por el fabricante; se repitid el raspado 3 veces, humedeciendo
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el lado superior con PBS entre cada raspado. Se dejo secar la membrana'y se sumergioé en
solucién fijadora DiffQuik (Dade, Unterschleissheim, Alemania) por un minuto, pasado el
cual se dejé secar la membrana. Una vez que estuvo seca y fijada, si en el experimento se
emplearon timocitos marcados con Calceina, se examiné la emisioén del fluoréforo incluido
en las células, respuesta que se correlaciono con el nimero de células presentes. Esto se
hizo con ayuda del analizador de imagenes FX (BioRad, Hercules, CA, USA), que
cuantificé la fluorescencia en la membrana. Alternativamente, la membrana se tifio con
DiffQuik, un sistema de tincién diferencial consistente en dos soluciones: la membrana se
sumergié durante un minuto en la solucién I, y sin enjuagar se pasé a la solucién II donde
también se dejé sumergida durante un minuto, para por ultimo sumergirse en agua
bidestilada y desionizada para enjuagar el exceso de colorante. LLa membrana se dejé secar
Yy se montd en un portaobjetos para su posterior andlisis al microscopio, donde se contaron

las células que migraron, examinando cuatro campos a 400X por cada pocillo.

8.4 MOVILIZACION DE CALCIO INTRACELULAR
8.4.1 Tincién de las células.

Los fluor6foros Fluo3 y FuraRed (Molecular Probes) se disolvieron en DMSO
estéril, y se adicionaron a una solucién de 0.5% de acido Plurénico (Molecular Probes) en
medio RPMI suplementado con 2% de SFB. La concentracién final de Fluo3 fue de 6
png/ml y la de Furared de 10 pg/ml. Esta solucién de fluoréforos se guardd a temperatura
ambiente, protegida de la luz. Se prepard una suspension de timocitos a 10X10° células/ml
en medio RPMI con 2% SFB. Se mezclaron volimenes iguales de la suspension celular y la
solucién de fluoréforos, para tener una suspension de 5X10°% células/ml en la solucién de
fluoréforos. Esta suspensidn celular se incubé a 37°C por 45 min en la oscuridad,
agitandola suavemente cada 10 min para evitar que las células se sedimenten. Después de la
incubacidn, la suspensién de timocitos se lavé dos veces con medio RPMI + 2% SFB,
centrifugando en cada lavado a 2000 rpm durante 5 min a 4°C. Los timocitos se
resuspendieron en medio RPMI con 2% SFB para tener una suspension de 5X10°
células/ml, y se dejaron incubar a temperatura ambiente durante 45 min, agitando la
suspension cada 10 min. Después de la incubacidn, los timocitos se lavaron dos veces con

medio RPMI sin SFB, tras lo cual se resuspendieron a 5X10°% en medio RPMI.

ESTA TESIS NO SALE
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8.4.2 Ensayo de movilizacién de calcio intracelular
Se tomaron 300 pnl de la suspension de timocitos tefiidos y se mezclaron con 1 ml de

medio RPMI. El tubo con la suspensién celular se calenté a 37°C y se introdujo al
citdmetro sumergido en un baiio de agua a 37°C para mantener esa temperatura durante
todo el ensayo. Se midié la intensidad de fluorescencia en los canales FL1 (530 nm) y FL3
(680 nm) durante aproximadamente 40 segundos, tras lo cual se afiadié la solucién con la
sustancia estimulante. Cuando la solucién estimulante era una mezcla de anticuerpos
biotinilados anti-CD3 y anti-CD4, después de afadir los anticuerpos se midié la
fluorescencia de la suspensiéon durante 30 segundos, tras lo cual se adiciond a la suspensién
una solucién del agente entrecruzante estreptavidina (Pierce, Rockford, 1lI, USA) La razén
de las fluorescencias (FL1/FL3) se calculé empleando el programa FACSassistant.
8.5 ENSAYOS DE FOSFORILACION DE JAK3
8.5.1 Estimulacion de las células

Los timocitos recién extraidos se lavaron dos veces con medio RPMI + 2% SFB,
centrifugando en cada lavado a 2000 rpm durante 5 min a 4°C. Los timocitos se
resuspendieron en medio de quimiotaxis, se separaron en distintos tubos para realizar las
estimulaciones, y se centrifugaron a 2000 rpm por 5 min a 4°C una vez mas. El botén de
células (aproximadamente 3X10’ de células por tubo) se resuspendié con la solucion
estimulante adecuada (300ul), colocando inmediatamente el tubo en un bafio de agua a
37°C por el tiempo necesario. Una vez transcurrido el tiempo de estimulacién, se afiadieron
dos volumenes de una solucién inhibidora de fosfatasas (600ul, ver Apéndice IT) a 4°C para
detener la reaccion de fosforilacidn y evitar que las fosfatasas defosforilaran los residuos de
tirosina fosforilados en diversas proteinas. Las células, siempre manteniéndose a 4°C, se
centrifugaron a 2000 rpm durante 5 min, y el botdn celular se 1lisé con solucién de lisis (ver
Apéndice IT), usando aproximadamente 100 pl del buffer de lisis por cada 107 células, Esta
solucién se dejé 10 min a 4°C, para después centrifugarse a 14000 rpm durante 10 min a
4°C. Se recuperd el sobrenadante, el cual contenia las proteinas citosdlicas en solucidén,
separando un volumen del 10% del volumen de lisado para usarse como control en el
western blot, el cual se guardé a -70°C. El resto del sobrenadante se utilizé para llevar a

cabo las correspondientes inmunoprecipitaciones.
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8.5.2 Inmunoprecipitacién

Se aiiadieron 2 pg del anticuerpo para inmunoprecipitar (AntiJak3 policlonal de
cabra, N15, Santa Cruz Biotechnologies, Santa Cruz, CA, EUA) sobre el lisado celular,
incubandose en rotacién a 4°C durante una hora. Durante este tiempo se lavé la proteina G
acoplada a agarosa tres veces con solucién de lisis. Una vez concluida la primera
incubacién, a los lisados se les afiadieron 15 pl (volumen seco) de proteina G-agarosa
(Invitrogen) por muestra, y se dejé incubar toda la noche con agitacién a 4°C. Al dia
siguiente se centrifugd la suspension de proteina G-agarosa en el lisado durante 30
segundos a 8000 rpm a 4°C; el sobrenadante se guardd para determinar la eficiencia de la
inmunoprecipitacién. El complejo :Iak3—anticuerpo-proteina G-agarosa se lavd tres veces
con 800 pl de solucién de lisis fresca, siempre a 4°C. Finalmente, se resuspendié el
complejo en 30 pl de solucién de lisis, al cual se le afiadieron 10 pl de solucién de carga
para proteinas (Ver apéndice II). La mezcla obtenida se guardé a -70°C para un andlisis
posterior, o se mantuvo a temperatura de ebullicién por 5 minutos para luego realizar la
electoforesis.
8.5.3 Electroforesis de proteinas.

La electroforesis se realizé en condiciones desnaturalizantes (con la presencia de un
0.1% de SDS), segtin el método de Laemmli {61]. El gel concentrador tenia 4% de
acrilamida, y el separador 8% (Apéndice II). La electroforesis se realizé a un voltaje de 8 a
10 V/cm.
8.5.4 Transferencia de proteinas a una membrana de PVDF

Una vez que la electroforesis se llevo a cabo, el gel se separé de las placas de vidrio
y se sumergié en solucién de transferencia por al menos 5 min para equilibrarse. La
transferencia se realizé siguiendo una modificacion del método de Towbin [108]. El
aparato de transferencia semiseca usado fue ““The Panther”, modelo HEP-1, de Owl
Separation Systems (Portsmouth, NH, EUA). Antes de la transferencia, la membrana de
PVDF con poro de 0.45uum (Immobilon-P, Millipore, Bedford, Mass, EUA) se sumergié en
metaneol absoluto por 15 segundos para que adquiriera un caracter hidrofilico. Pasado ese
tiempo, la membrana se sumergié en agua bidestilada y desionizada por 2 min y se
transfirié a un envase con solucién de transferencia donde se dejé equilibrar por al menos §

min. Se humedecieron cuatro piezas de papel filtro 3 MM (Whatmann, Maidstone, Kent,
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UK) recortadas al tamafio del gel y la- membrana, con la solucién de transferencia y se
procedié a armar el aparato de transferencia de la siguiente manera: sobre el catodo se
colocaron dos piezas del papel filtro himedo, luego se colocé el gel y sobre este la
membrana de PVDF. Se pasé un rodillo sobre la membrana para expulsar el aire que
pudiera estar atrapado entre esta y el gel, y finalmente se colocaron las otras dos piezas de
papel filtro humedo sobre la membrana. Una vez completo el montaje, se pasé el rodillo
sobre este para eliminar el exceso de solucién de transferencia. Se colocé el anodo sobre el
papel filtro para cerrar el circuito. La transferencia se realizé a voltaje constante de 10 V
(aprox. 0.8mA/cm?) por una hora. Transcurrido este tiempo, se desmonté el aparato de
transferencia y se hizo un corte en una de las esquinas del gel y la membrana para
identificar el lado con las proteinas. -El gel se tifio con azul de Coomasie (apéndice II) para
verificar la eficiencia de la transferencia. La membrana se enjuagé brevemente con TBS, y
luego se sumergid en la solucién de bloqueo para anticuerpo antifosfotirosina, donde se
dejé toda la noche a 4°C en agitacién (o al menos 1 hora a temperatura ambiente).
8.5.5 Tincién del gel de acrilamida con Azul de Coomasie

El gel se dejoé en agitacién por al menos una noche en la solucién de azul de
Coomasie. Al dia siguiente se sustituyé la solucion de azul de Coomasie por la solucidén
desteiiidora. El gel se dejé en agitacion por aproximadamente 30 minutos en la solucién
destefiidora antes de sustituir por solucién desteiiidora limpia. Se repitieron los lavados un
numero de veces suficiente para lograr un fondo transparente donde se distinguieran bien
las bandas azules correspondientes a proteinas. Por ultimo el gel se dejé una hora en
agitacién a temperatura ambiente dentro de la solucién de glicerol al 5% en agua
bidestilada desionizada para aumentar su resistencia frente al proceso de secado. Se
humedecieron dos hojas de papel celofan en agua bidestilada desionizada; una vez que el
tiempo dec incubacién del gel en la solucién de glicerol pasd, se colocé entre las dos hojas
de papel celofan, las cuales a su vez se montaron en un marco que las mantuvo tensas
durante todo el proceso de secado. Este se realizé con un ventilador Easy Breeze (Hoefer
Scientific Instruments, San Francisco CA, EUA) con calentamiento ligero por un par de

horas. Una vez seco, ¢l gel dentro del papel celofan se recortd y analizé.
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8.5.6 Inmunodetecciéon del nivel de fosforilacion de Jak3

Después de la transferencia, 1a membrana se bloqueé con la solucién bloqueadora y
se puso en contacto con la solucién reutilizable del anticuerpo antifosfotirosina
(monoclonal 4G10) durante una hora a temperatura ambiente y con agitacion constante.
Transcurrido este tiempo, la membrana se enjuagé dos veces con TBS-T y se dejo en
agitacién con suficiente TBS-T por 15 min. Se repitié este lavado dos veces mas pero
incubando solo 5 min; después de los lavados la membrana se puso en contacto con la
soluciéon de anticuerpo secundario (Policlonal de oveja anti Ig de ratén acoplado a
peroxidasa de ribano, Amersham Life Science, Piscataway, NJ, USA) diluido 1:5000,
incubandose a temperatura ambiente y con agitacién durante 30 min. Transcurrido este
tiempo, la solucién del anticuerpo secundario se desechd y se dieron dos enjuagues rapidos
a la membrana con TBS-T, seguidos de un lavado de 15 min y 3 lavados mas de 5 min, con
TBS-T. La membrana se mantuvo en TBS hasta comenzar la reaccién de
quimioluminiscencia. Para hacer esto, se afiadié una mezcla-uno a uno de los dos reactivos
de ECL (Amersham Life Sciences, Piscataway, NJ, EUA) hasta cubrir completamente la
membrana, y se dejaron incubar con agitacién por un minuto. Al cabo de este tiempo, la
membrana se escurrid y se colocéd dentro de una mica de plastico transparente, para después
colocarse dentro del caset de exposicién con el lado de las proteinas hacia arriba. La
peroxidasa acoplada al anticuerpo secundario es capaz de oxidar el reactivo “Luminol’”” (una
diacilhidrazida ciclica) contenido en el kit ECL, generando dos productos, uno de los cuales
se encuentra en un estado excitado y emite luz visible (maximo a 430 nm) para alcanzar a
su estado basal. En completa oscuridad se colocd entonces una placa fotografica Kodak
Biomax MR Yy se realiz6 una primera exposicién de 5 min, tras los cuales la placa se reveld
sumergiéndola con agitacién por un minuto en la solucién reveladora (Kodak Dektol). Se
enjuagd con agua la placa y se sumergié después en la solucién fijadora (Kodak Rapid
Fixer with Hardener) por un minuto, tras el cual se volvid a enjuagar la membrana y se dejo
secar al aire. En los casos en que las bandas no eran detectables a los 5 min de exposicién,
se procedié a realizar exposiciones de mas tiempo (hasta 2 h). Una vez seca, la placa
fotografica se examiné con un analizador de imagenes Multilmager FluorS BioRad

(Hercules, CA, EUA), para cuantificar la densidad de las bandas en la placa. La membrana,
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una vez que se realizaron las exposiciones requeridas, se enjuagé con TBS y se limpié de
anticuerpos para volver a realizar una inmunodeteccién.
8.5.7 Limpieza de 1a membrana e inmunodetecciéon con antiJak3.

Para desprender los anticuerpos adsorbidos a la membrana, esta se sumergio en
suficiente solucién de stripping, y se dejé agitandose a 55°C durante 30 min. A
continuacién se le dio un par de enjuagues rapidos con TBS-T, y se lavd en 5 ocasiones con
TBS-T, si se usé la solucidn de stripping acida (ver apéndice II), o un nimero de veces
suficiente para no detectarse el olor a B-mercaptoetanol, en caso de usar la solucién de
stripping con PB-mercaptoctanol. A continuacién se bloqueé la membrana con la solucién
bloqueadora para antiJak3 durante toda la noche a 4°C o por al menos dos h a 37°C, paraa
continuacién sumergir la membrana en la solucién reutilizable del anticuerpo antiJak3 888
(policlonal de conejo) a una dilucién 1:2000. La membrana se incubd durante al menos 6 h
a 4°C en agitacion en esta solucién, y después se lavé de manera similar a la descrita para
el anticuerpo antifosfotirosina. A continuacién, se incubé con el anticuerpo secundario
(policlonal de burro anti Ig de conejo-HRP, Amersham Life Science) a una dilucién
1:5000, por 30 min a temperatura ambiente y se lavé como se ha descrito. Las bandas se

detectaron empleando el kit de quimioluminiscencia.

8.6 RT-PCR SEMICUANTITATIVA,

8.6.1 Obtencion de RNA total de timocitos.

Se extrajeron timocitos segiin el método ya explicado a partir de ratones Jak3 -/- y Jak3 +/-.
Dada la pobre celularidad de los timos en ratones Jak3 -/-, se hicieron pools a partir de 4
ratones Jak3 -/- para obtener suficientes células para el ensayo reportado en el presente
trabajo. Manipulando lo minimo las células, se dividieron en tubos libres de RNAsas con
10 millones de timocitos cada uno. Se centrifugaron a 2000 rpm por 5 min a 4°C, y al botén
de timocitos se le afiadié 1 ml de la solucién para extraer RNA STAT-60 siguiendo las
recomendaciones del fabricante (Tel-Test, Friendswood, TX, USA). Se agité la mezcla con
ayuda de una micropipeta hasta obtener una suspensién homogénea que se dejé a
temperatura ambiente y en reposo por 5 min. Se afiadieron 0.2 ml de cloroformo a cada
tubo, para luego agitarlos vigorosamente por 15 segundos seguido de una incubacién a

temperatura ambiente por 2 min, al cabo de los cuales los tubos se centrifugaron por 15
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min a 12 000 g a 4°C. La mezcla se separé en-dos fases; la superior (acuosa) se transfirié a
un tubo nuevo libre de RN Asas, al que se le afiadieron 0.5 ml de isopropanol. Los tubos se
agitaron por inversion un par de veces, para después dejarse en reposo por unos 5 a 10 min.
Los tubos entonces se centrifugaron a 12 000g por 30 min a 4°C, obteniéndose un botdn de
RNA que fue lavado con 1 ml de etanol al 75% para después centrifugarse a 7500 g por 5
min a 4°C. Se elimind el sobrenadante y se dejé secar levemente el botén de RNA.
Finalmente se resuspendié en 25 pl de agua bidestilada y desionizada tratada con DEPC
(libre de RNAsas); una alicuota se usé para determinar la concentraciéon por medios
espectrofotométricos y otra se corrié en un gel de agarosa 1% con TAE (todo preparado
con agua tratada con DEPC) para determinar la calidad del RNA obtenido. El resto se
utilizd para sintetizar cDNA.

8.6.2 Sintesis de cDNA de una hebra.

La sintesis de cDNA se realizé empleando un kit comercial (SuperScript, Gibco)
siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante. Brevemente, en un tubo libre de
RNAsas se afiadieron 5 pg de RNAA total y 0.5 ng de oligo dT. Esta mezcla se incubd a
70°C por 10 min, seguida de una incubacién de 1 minuto en hielo, después de la cual se
afiadié el amortiguador de la transc‘riptasa en la concentracién recomendada por el
fabricante, 2.5 mM de MgCl;, 0.5 mM dNTP's, y 10 mM DTT. Se mezcld por agitacién y
se centrifugaron brevemente los tubos. Se incubaron los tubos a 42°C por 5 minutos,
después de los cuales se afiadieron 200 unidades de la enzima transcriptasa inversa
SUPERSCRIPT II (Gibco BRL) a cada tubo. Estos se mantuvieron a 42°C por 50 minutos,
para incubarlos inmediatamente a 70°C por 15 minutos para detener la reaccién. Los tubos
se enfriaron en hielo, para después aiiadirles 2 unidades de RN Asa a cada uno. Los tubos se
incubaron 20 minutos a 37°C para lograr la degradacién total del RNA. El cDNA asi
obtenido se usé como templado en reacciones de PCR destinadas a detectar
semicuantitativamente el nivel de expresion de ciertos receptores.

8.6.3 Reaccion en cadena de 1a polimerasa

Se determinaron experimentalmente las condiciones OSptimas de reaccién para
amplificar una banda debida a un transcrito de la hipoxantin-ribosil transferasa (HPRT)
junto con una banda debida al transcrito de uno de los receptores de quimiocinas

examinado. La preparacién de la mezcla de reaccién de la PCR siempre se llevé a cabo en
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un solo tubo, poniendo el MgCl: siempre al final para evitar la activaciéon de DNAsas

contaminantes. La mezcla se agité en un vortex y se recolecté por centrifugacién. La

solucién se dividié en dos alicuotas del mismo volumen, a las que se les afiadié el cDNA de

los timocitos Jak3 +/- y Jak3 -/-.

Los tubos se agitaron y después de colectar por

centrifugacién, la solucion se dividié en tres tubos con el mismo volumen, los cuales se

metieron al termociclador. La concentracién de los reactivos empleados en cada reaccion

puede verse en la siguiente tabla:

Tabla 8.2 Concentracion de

los reactivos empleados en las reacciones de

semicuantitativa empleando distintos oligonucledtidos.

PCR

CCR7 CCR9 CXCR4
Amortiguador 1X 1X 1X
MeCl2 1.625 mM .2 mM 2 mM
dNTPs 0.2 mM 0.2 mM 0.2 mM
Oligonucleétidos 0.25 uM 0.25 uM 0.25 uM
receptor (cada uno)
Oligonucledtidos 0.25 pnM 0.25 1M 0.25 M

HPRT (cada uno)

Taqg polimerasa

0.02 w/reaccién

0.02 u/reaccién

0.02 u/reaccién

c DNA

0.5 ng/ul

0.5 ng/ul

0.5 ug/pl
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APENDICE lI: REACTIVOS Y SOLUCIONES.

A. REACTIVOS UTILIZADOS DURANTE LA ESTIMULACION DE TIMOCITOS.

PBS

KCl 200 mg/l
KH;_PO.;; 200 mg/l
NaCl 8000 mg/1
Na;HPO4 1150 mg/]

Solucion inhibidora de fosfatasas
PBS

NaF

Naz;VO,

1X
0.02 M
0.001M

Solucion de lisis con inhibidores de proteasas

Tritén X-100
Tris pH 8.0
NaCl
EDTA
NaF
NasVO4
Na.4P207
PMSF
DTT
Aprotinina
Leupeptina
Pepstatina

1%

0.02 M
0.1 M
0.001 M
0.02M
0.002 M
0.02M
0.3 mM
0.001 M

1 pg/ml
1 pg/ml
1 pg/ml

B. REACTIVOS UTILIZADOS EN LA ELECTROFORESIS DE PROTEINAS EN
CONDICIONES DESNATURALIZANTES (SDS-PAGE)

Mezcla Acrilamida-bisacrilamida 30%
Acrilamida
Bisacrilamida

Gel concentrador

Mezcla Acrilamida-bisacrilamida
Tris pH 6.8 :

SDS

Persulfato de amonio (PSA)
TEMED

30% (p/v)
0.8% (p/v)

4% (V/V)
0.125 M
0.1% (p/v)
0.1% (p/Vv)
0.1% (v/v)
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Gel separador

Mezcla Acrilamida-bisacrilamida
Tris pH 8.8

SDS

Persulfato de amonio (PSA)
TEMED

Amortiguador de electroforesis
Tris base

Glicina

SDS

Amortiguador para cargar protcinas 4X
Tris pH 6.8

Glicerol

SDS

B-mercaptoetanol

8% (V/v)
0.375 M

0.1% (p/v)
0.1% (p/v)
0.1% (viv)

0.025M
0.2 M
0.1% (p/v)

0.15M
30% (v/v)
6% (p/v)

25% (vIv)

Solucion de tincion de geles de acrilamida

Metanol
Acido acético glacial
Azul de Coomasie

Soluciéon desteiiidora
Metanol
Acido acético glacial

Solucion de glicerol
Glicerol

C. REACTIVOS UTILIZADOS EN EL WESTERN BLOT

TBS
Tris pH 7.6
NaCl

TBS-T

TBS

Monolaurato de sorbitan
Polioxietileno (Tween 20)

Soluciéon bloqueadora para anticuerpo antifosfotirosina

TBS-T
Albtiimina sérica bovina (BSA)

- A45% (VIV)

10% (v/v)

0.1% (p/v)

10% (v/v)

10% (v/v)

5% (v/V)

0.05M
0.15M

1X

0.1% (v/v)

1X
5%
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Solucién reutilizable de anticuerpo antifosfotirosina

TBS-T 1X

Azida de sodio 0.02% (p/v)
BSA 1% (p/v)
Anticuerpo 4G10 antifosfotirosina 0.5 pg/ml.

Monoclonal de ratén IgGaue (Upstate Biotechnologies)
Esta solucién puede utilizarse no mas de 5 veces en un lapso no mayor a dos meses.

Solucion de anticuerpo secundario antiratéon

TBS-T 11X
BSA 1% (p/v)
Anticuerpo de oveja anti Ig de ratén Diluido 1:5000

Acoplado a peroxidasa de rabano (HRP)
(Amersham Life Science).

Solucion de limpieza de membranas con B-mercaptoetanol

Dodecil Sulfato de Sodio (SDS) 2%
B-mercaptoetanol 0.1 M
Tris pH 6.8 0.062 M
Solucion acida de limpieza de membranas.
Glicina*HCl1 0.2M

Tween 20 0.05%
Llevar apH de 2.5 :

Solucion de Bloqueo para anticuerpo antiJak3

TBS-T 1xX

BSA 5% (p/v)

Leche 2% (p/v)
Solucion reutilizable de anticuerpo antiJak3

TBS 1X

Azida de Sodio 0.02% (p/v)
Tween 20 0.25% (v/v)
BSA 1% (p/v)
Leche 0.4% (p/v)
Suero de conejo 888 (anticuerpos Diluido 1:2000

especificos antiJak3)

Solucion de anticuerpo secundario anticonejo

TBS-T 1X

BSA 1% (p/v)
Leche 0.4% (p/v)
Anticuerpo de burro anti Ig de conejo Diluido 1:5000

Acoplado a HRP (Amersham Life Science)
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D. REACTIVOS USADOS EN LA ELECTROFORESIS DE DNA Y RNA

Nota: las soluciones utilizadas para electroforesis de RNA se prepararon a las mismas
concentraciones que las soluciones empleadas para DNA, pero empleando agua bidestilada
y desionizada tratada con DEPC, libre de RN Asas

TAE 1X

Tris-Acetato 0.04 M
EDTA 0.001 M
El pH debe ser de 8.3

TBE 1X

Tris base 0.1 M
Acido Bérico 0.09M
EDTA 0.001 M

El pH debe ser de 8.3

Amortiguador de carga para DNA y RNA (10X)

Glicerol 50% (v/v)
EDTA apH de 8.3 02M
Azul de bromofenol 0.05% (p/v)

E. OTROS REACTIVOS

Amortiguador para citometria

PBS 1X

SFB 0.5% (v/v)
Azida de Sodio 0.02% (p/v)
Amortiguador para fijar células teiiidas

PBS 1X
Paraformaldchido 4% (p/v)

Nota: Para disolver el paraformaldehido la solucién debe tener pH basico. Antes de
emplearla el pH debe fijarse en 7.4

Amortiguador para la digestién de colas de ratéon

Tris pH 8.5 0.1 M
NaCl 02M
SDS 0.2% (p/v)
EDTA 5 mM
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APENDICE III: OLIGONUCLEOTIDOS Y
CONDICIONES DE REACCION

CXCR4

Forward 5"-AGAAGCTAAGGAGCATGACGGA
Reverse 5'-ACTGCCTTTTCAGCCAGCAGTT

El fragmento amplificado es de 267 bases de longitud.
RT-PCR semicuantitativa (coamplificado con HPRT):
Un ciclo 94°C 5 min.

27 ciclos 94°C 45 seg, 60°C 45 seg, 72°C 45 seg.

Por ultimo, mantener a 4°C

CCR7

Forward 5'-ACAGCGGCCTCCAGAAGAACAGCGG
Reverse 5'-TGACGTCATAGGCAATGTTGAGCTG
Secuencias reportadas por Yanagihara et al. [124]

El fragmento amplificado es de 344 bases de longitud
RT-PCR semicuantitativa (coamplificado con HPRT):
Un ciclo: 94°C 5 min.

29 ciclos: 94°C 45 seg, 57°C 45 seg, 72°C 55 seg.

Por ultimo, mantener a 4°C

CCR9

Forward 5°- CACCATGATGCCCACAGAAC
Reverse 5- GATGAGAAGCACACAGCTGTAG

El fragmento amplificado es de 414 bases de longitud
RT-PCR semicuantitativa (coamplificado con HPRT):
Un ciclo: 94°C 5 min.

29 ciclos: 94°C 45 seg, 65°C 45 seg, 72°C 1 min.

Por ultimo, mantener a 4°C

HPRT (1)
Forward 5'- CCTGCTGGATTACATTAAAGCACTG
Reverse 5'- GTCAAGGGCATATCCAACAACAAAC
El fragmento amplificado es de 351 bases de longitud
Las condiciones de reaccién se mencionan arriba.

HPRT (2)

Forward 5'- GACACAAACATGATTCAAATCCCTGA
Reverse 5- TATGGACAGGACTGAACGTCTTGC

El fragmento amplificado es de aprox. 200 bases de longitud
Las condiciones de reaccién sc mencionan arriba.
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JAK3

Forward 5'-GGCAACTTTGGCAGCGTGGAGCTGTGCCGC
Reverse 5'-CTGGCCCATAGCTGACTCCCCGGTACTTGA
El fragmento amplificado es de 188 bases de longitud

PCR: ’

Un ciclo: 94°C 5 min.

35 ciclos: 94°C 45 seg, 62°C 45 seg, 72°C 1 min.

Un ciclo: 72°C 10 min.

Por ultimo, mantener a 4°C

NEOMICINA

Forward 5°- ATTGAACAAGATGGATTGCAC
Reverse 5°- CGTCCAGATCATCCTGATC

El fragmento amplificado es de 480 bases de longitud
PCR :

Un ciclo: 95°C 5 min.

35 ciclos: 95°C 30 seg, 57°C 30 seg, 72°C 1 min.

Un ciclo 72°C 10 min.

Por ultimo, mantener a 4°C
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