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RESUMEN

Roberto Rangel Orozoo Fecha de Graduacion: Julio 2003

Universidad Auténoma de Nuevo Ledn
Facultad de Ciencias Biologicas

Titulo del Estudio: TIMOTESTIN, UN PARADIGMA BIOLOGICO O UNA
FISIOLOGIA PROGRAMADA, ESTUDIOS IN VITRO.

Namero de paginas: Candidato para el grado de Doctor en Ciencias
con especialidad en Microbiologia

Area de Estudio: Inmunologia

Propésito y Método del estudio: La migracidn celular es un proceso altamente regulado que
se presenla taniu en etapas embrionarias como en estadios adultos. Nuestros estudios se
enfocan sobre los mecanismos moleculares implicados en la migracion celular asociada a la
maduracion y diferenciacién. Los modelos biolégicos donde estos mecanismos vperan estin
representados principalmente por el sistema inmune y el reproductor. En este contexto, el
descubrimiento de la molécula timatestin por nuestro laboratorio y la observacion de que su
expresion €s casi exclusiva de los timocitos y de las células germinales, proporciona un
modelo de estudio idoneo. En el presente trabajo, hemos determinado los dominios
funcionales de timotestin, determinando su localizacion subcelular ¥ confirmando su
asociacion fisicoquimica con moléculas relevantes en la actividad del citoesqueleto y
analizado su funcion.

Cautribuciones y Conclusiones: Nuestro modelo de estudio establece que la proteina
timotestin representa un mecanismo comun de maduracian y diferenciacién que opera tanta
en el sistema lnmume como en el apacato reproductor. Timotestin es una proteina de
membrana que activa en forma polar la proteina tirosina cinasa pp60 c-src e induce su
translocacion hacia el citoesqueleto para activar los mecanismo de polimerizacion de actina y
favorece la migracion celular mediante la formacién de filopodia y lamelopodia. En resumen,
timotestin representa un nuevo vinculo entre ¢l sistema inmune y reproductor mediante un
mecanismo comun: “migracién asociada a maduracion celular” ,

ector Murtinez-Valde Director externo

Dr. Juan Manuel Alcocer Gonzilez Director intemao
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1. INTRODUCCION

El sistema inmune y el reproductor comparten propiedades que incluyen pardmetros
histologicos y funcionales. Por ejemplo, la organizacién histologica del timo y el
microambiente testicular exhibe estructuras que son anilogas a ambos sistemas, en los que se
pueden identificar una corteza y una médula, donde las células inmuno-competentes y
germinales migran y maduran respectivamente. Mientras que en el timo existen células
epiteliales especializadas y c€lulas dendriticas que nutren y maantienen la maduracidn,
diferenciacion y seleccion del repertorio de timocitos funcionales, de manera andloga, el
tejido testicular cuenta con las células de Leydig y sertolli. Ambos sistemas dependen y
responden a factores extracelulares de crecimiento y diferenciacidn celular en la forma de
citocinas y hormonas. Mas ain, la difcrenciacién intra-timica y testicular, asi como la
exportacion del repertorio funcional, depende de la motilidad, polarizacion, y migracién
celular (Dynn, 1994; Prockop S., et al., 2000). Estas funciones dependen de seiiales
extracelulares quimiotacticas que son transducidas via ligando-receptor y ejecutadas por
proteinas del citoesquelsto,

El estudio de estas funciones representa un paso impaortante para entender los
mecenismos moleculares que regulan la migracidn celular durante la maduracion intratimica
y testicular. Con este fin es necesario analizar con detalle los factores que determinan la

matilidad, la exportacion y la fisiologia de cada sistema por separado.
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1.1. El timo.

El timo tiene como funcidén generar linfocitos T maduros e inmunocompetentes
mediante un proceso dependiente de la motilidad, polarizacion y migtacién celular. Ademaés
de los timocitos que se pueden identificar en varios estadios de diferenciacion, el timo esta
constituido por distintos linajes celulares que incluyen fibroblastos, células epiteliales timicas
(TECs), células dendriticas, y macréfagos. La migracion de los timocitos depende del estadio
de diferenciacidn, y consecuentemente determina su distribucion intra-timica. Por ejemplo,
en la region subcapsular se concentran las células progenitoras de los timocitos (pro-T: CD4~

,CD8-,CD3") que provienen de médula 6sea. Las células pro-T migrardn a la corteza del

timo, donde maduran y se convierten en precursores doble positivos (Pre-T
CD4* CD8",CD3%). Las células pre-T posteriormente se diferencian y se convierten en
linfocitos T cooperadores (CD4,CD8") o citotéxicos (CD4-,CD8™). Finalmente el repertorio

inmunocompetente CD4% y CD8" es seleccionade en funcidn de su afinidad y avidez por el
antigeno asociado al complejo de histocompatibiladad clase IT y I respectivamente, y
subsecuentemente loy timocitos son exportados a la penfena (Juneway C.A. et al, 1997,
William P.E. 1999).

Dentro del microambiente histolégico del timo existen gradientes de fibronectina y de
quimiocinas que favorecen la migracion de los linfocitos hacia los diferentes dreas y estadios
de maduracion (Anderson G., et al., 2000, Crisa L. et al., 1996), por lo que la motilidad
celular dentro del timo, requiere de un control especifico sobre la expresion y distribucion de
moléculas de adhesion y receptores de quimiocinas. Tal distribucion esta mediada por la
polarizacion de [os timocitos, que presentan una morfologia con dos compastimientos

celulares, la zona frontal y el uropodio. Esta estructura es resultado de la organizacién de los
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filamentos de actina y de la activacion de integrinas, que ocurre como consecuencia de la
fosforilacion dependiente de cinasas de adhesién focal (FAK). Ea la zona frontal, se
concentran receptores responsables de la deteccion de gradientes de factores quimiotacticos
presentes en el microambiente. El uropodio, es la zona en donde se acumulan {as moléculas
de adhesion intercelular (ICAM) ICAM-1, -2, y -3, CD43, CD44, tubulina, miosina I, y las
proteinas de union a acting, que incluyen a la fumilia de la ezrina-radixina-moesina (ERM).
Esta reorganizacion del citoesqueleto facilita la migracién de los linfocitos através de los
drganas linfoides primarios y secundarios (Serrador J.M. et al., 1999, Arpin M., ct al. 1994,
Tsukita S, et al 1997, Del Pozo M.A. et al., 1999).

La compartimentalizacion de CD43, CD44, e ICAMs esta mediada por las protelnas
ERM, las cuales poseen dos dominios funcionales: (a) La regién amino-terminal que
interacciona cotl motivas intragitoplasmdticos de receptores membranales y (b) El dominio
carboxil-terminal que tiene estructuras hélices alfa espiral-espiral que favorecen la
interaccidn con proteinas del citoesqueleto, y forma un puente de union con los receptores
membranales, Estas propiedades definen a la familia ERM como proteinas adaptadoras y
acarreadoras que reorganizan la estructura celular. Estas maléculas se localizan en la
membrana celular en un estado inactivo, pero al ser fosforiladas la conformacién estructural
de las hélices alfa espiral-espiral son expuestas y pueden unirse a proteinas del citocsqueleto
o dimerizarse. Por tal razén, la regulacion de estas proteinas a nivel de transcripcional,
traduccional y post-traduccional es clave, ya que ello determina la efectividad de la

migracion de linfocitos através de diferentes regiones histologicas en los organos linfoides.
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1.2. El tejido testicular.

En forma andloga a la diferenciacién intra-timica, la motilidad, polatizacion y
migracion celular juegan un papel clave en fisiologia testicular. La maduracién intra-
testicular comparte con la funcidn intra-timica mecanismos moleculares que traen como
consecuencia la generacion de células germinales funcionales. La maduracién y
diferenciacién de las células progenitoras y precursoras de espermatozoides se llevan a cabo
en los tibulos seminiferos, los cuales estan formados por una membrana basal (andloga a la
corteza del timo) que se sncuenira tapizada, por células germinules {progenitoras)
totipotenciales llamadas espermatogomias que dan origen a los precursores de los
espermatozoides 0 espermatacitos y finalmente a los espermatozoides, los cuales migran
hacia el liumen (también un reflejo de la médula en el timo) del tibulo. La matilidad y
migracion celular asociada a la maduracién intra-testicular esta mediada por sefiales
extracelulares provenientes de factores solubles secretados por las células de Sertoli, que
fungen como c€lulas nodrizas responsables de mantener la maduracion y diferenciacion de
progenilures y precursores de células germinales. En el espacio intersticial de los tubulos se
encuentran las células de Leyding, que son las encargadas de praducir las hormonas
necesarias para la maduracion intra-testicular (Parker K.L., et al.,, 1999, Verhoeven G.,
1999).

El espermatazoide es una célula haploide que posee proteinas compartimentalizadas
en regiones como ¢s la cabeza, zona intermedia y la cola. La cabeza del espermatozoide estd
constituida por ¢l nicleo, que contiene la informacidn genética, y el caliz que contiene
enzimas acrosomales y proteinas del citoesqueleto como CLIP50 y calinina, que tienen la

propiedad de unirse a actina-F para favorecer su estructura (Tarsounas M., et al,, 2001,
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Lecuyer C., et al., 2000). La cola del espermatozoide estd constituida por estructuras de
tubulina, y por una compleja red de proteinas del citoesqueleto formando el axonema, qus
esta constituido por fibras densas externas y por una capa fibrosa, que constituyen
principalmente el motor del flagelo. Durante la espermatogénesis ¢l ensamblaje del flagelo es
unt pruceso complejo, que requiere la expresion secuencial de genes que codifiquen para
proteinas del citoesqueleto, cuya expresion regulada induce al espermatozoide 4 migrar hacia
el lumen del tubulo seminifero. Dentro de estas moléculas se encuentran los filamentos
intermediarios como FS39, que tienen propiedades que favorecen las interacciones proteina-
proteina, mediante sus dominios espiral-espiral y fungen como sitios de dimerizacidn para
formar estructuras sélidas en las capas fibrosas (Catalano R.D., et al., 2001). Estos
mecanismos estan regulados por procesos de fosforilacion dependientes de proteinas cinasas,
como la cinasa AKAPS82 que tiene dominios zipper de leucina, y sefiales de anclaje a capas
fibrosas (Johnson L.R. et al., 1997). Los dominios zipper de leucina, también se presentan en
proteinas como Stup, Spagd y Spagd, que se expresan selectivamente en la cola del
espermatozoide y favorecen la ngidez de [as fibras densas externas ( Ohuchi J., et al. 2001,
Shao X., et al 2001). Consistente con la fisiologia del timo estas maléculas también estan
involucradas en la funcién mecédnica de la motilidad y migracién celular asociada a (a
maduracion y diferenciacién intra-testicular, que ocurre como respuesta a sefiales
extracelulares del microambiente. Ademis en ambos sistemas de maduracion, los timocitos y
las c€lulas germinales estan sujetas a adhesion, polarizacidu y migracion y tales mecanismos

estan regulados por la fosforilacion de proteinas cinasas y proteinas del citoesqueleto.
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1.3. Embriogénesis del sistema inmune y reproductor.

La migracién celular es un proceso bioldgico altamente regulado que s¢ presenta
desde etapas embrionarias y perdura toda la vida. Durante la embriogénesis existe un alto
grade de proliferacidn y migracion celular asociado a la maduracidn, que permite a las
células progenitoras transitar dentro de las diferentes estructuras anatémicas para establecerse
y secretar factores que influyen en la formacion del 6rgano. Durante estas etapas de la vida se
lleva a cabo la formacién del timo fetal, las gdnadas y otros 6rganos en donde la migracién
de células hematopoyéticas y células germinales primordiales respectivamente, juega un

papel importante en la formacion y maduracidn de estos 6rganos.

1.3.a. Sistema inmune.

En el embrién murino, el timo se deriva del mesodermo y células crestales neurales
del tercer y cuarto arco faringeo formandose €l timo rudimentario. Postenormente entre el dia
L1-11.5 de gestacién (dfas post-coitum: dpc), el timo es invadido pur precursores linfoides
que provienen de drganos hematopoyéticos fetales y a éste fendmeno se denomina la primera
onda de colonizacién. En el dia 12.5 se inicia la organogénesis del timo y aproximadamente
en el dia 15 empiezan a producirse los primeros timocitos en el timo fetal. Finalmente en ¢l
dia 17 empiezan los timocitos a localizarse en la corteza y médula del timo (Ritter M.A. et
al., 1992 y Manley N. R. et al., 2000). Los ¢rganos hematopoyéticos fetales mas importantes
son el saca vitelino y el higado fetal, que producen las células responsables de colonizar los
Organos linfoides. También durante la vida fetal, la médula §sea se desarrolla y se convierte
en la principal productora de c¢élulas de origen hematopayético en etapas post-natales y

adultas.
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1.3.b. Organos reproductores.

Al mismo tiempo que ocurre la organogénesis del timo en ¢l ratén, también s¢ lleva a
cabo la formacion de las gonadas fetales indiferenciadas, éstas se derivan de los conductos
urogenitales del mesodermo intermediario. Durante los dias 10 y 11 se lleva a cabo la
primera onda de colonizacidn en los conductos genitales, por células germinales primordiales
que provienen del epitelio endodérmico del saco vitelino y migran hacia los cordones
sexuales primarios. La determinacion sexual se puede distinguir en el dfa 13.5, en donde las
células germinales primordiales se convierten en espermatogonias y las células de Sertolli
que se originan de los cordones sexuales, y subsecuentemente forman parte del lumen en el
tubulo seminifero. En la etapa post-natal y adulto, las células primordiales germinales
maduran en los tibulos seminiferos iniciandose la produccion de células germinales

competentes para la fecundacion del évulo ( Mclaren A. 2000 y Parker K.L., et al. 1999).

1.4, Proteinas tirosina cinasus de la fumilia Src.

La familia de las protginas tirosina cinasas Src, estd constituida por las enzimas Fyn,
Hck, Fgr, Lck, Lyn, Syc, Ste, y Yes que s¢ localizan asociadas 2 lipidos en la membrana
celular. Algunas de ¢stas cinasas se detectan desde la embriogénesis y se conservan en
etapas adultas en células del sistema inmune y reproductor. La caracteristica estructural
conservada entre estos miembros son los dominos homologos Src 2 (SH2) y 3 (SH3), estos
domunios contienen residuos de tirosina que regulan la actividad bioldgica de la proteina. La
fosforilacion de la tirosina (527) en el dominio SH3, inactiva la funcion catalitica de la

enzima, pero la defosforilacion de este aminodcido (Y-327) y la fosforilacion de la tirosina



(416) en el domino SH2, induce un cambio conformacional en la proteina que favorece la
actividad catalitica de la enzima pars fosforilar los sustratos protéicos (Hubbard S.R. et al.,

2000).

1.4.a, La Tirosina cinasa pp60 ¢-src,

En la familia cinasa src, uno de los miembros mas involucrados en los mecanismos de
motilidad celular es la tirosing cinasa pp60 ¢-sre. Esta cinasa se expresa desde la gastrulacion
y se conserva en etapas fetales y adultas. La funcidn enzimatica de la cinasa c-src esta
regulada por fosforilacidn de tirosinas, inducida por la formacién de complejos protéicos en
la supcerficie celular (Zhu, D. et al.1998; Avizienyte E. et al., 2002; Sanjay A., et al., 2001;
Brandt D, et al,, 2002; Bernard O., et al., 2001; Mariner D.J. et al., 2001; Owens D.W. et al.,
2000). La capacidad de esta cinasa para inducir el rearreglo en la arquitectura celular, est4
regulada por su trunslocacidn hacia el citvesqueleto. En el citoesqueleto la pp60 c-src
fosforila la proteina cortactina € induce la polimerizacién de filamentos de actina y facilita la
formacidén de complejos proteicos conocidos como contactas focales de adhesién celular,
constituidos por proteinas como paxilina, proteina 130 Cas, talina y proteinas relacionas a
actina (ARP 2/3). La adhesion y la polimerizacidn de actina favorecen la formacion de
filopodia y lamelopodia estructuras claves en etapas tempranas de la migracién celular
(Weemnink P.A. et al., 1995; Weed S.A., et al. 1998; McNieven M.A. et al., 2000; Kralisz U.

et al., 2000; Weed S.A. et al, 2000).



1.5. Un mecanismo molecular comun.

La influencia, intercomunicacion y dependencia reciproca entre las gonadas y el timo
no es ni novedoso ni sorprendente (Glucksman A. et al 1968, Pearce P., et al. 1981,
Grossman C., 1984, Greenstein B., et al. 1986 y Wise T., et al 1991). Tanto a influencia de
los esteroides derivados de las gonadas sobre la maduracién intra-timica, come el efecto de
péptidos bioactivos del timo sobre la funcién gonadal, estin ampliamente docurnentados
(Yee I. B., et al 1985, Goraspe W.C., et al 1988, Uzumcu M., et al. 1994, Pedetnera E., et al.
1986, Aguilera G., et al 1989, Reyes-Esparza J.A. et al. 1989, Martin D., et al. 1992 y
Watson M.E,, et al. 1994). En este contexto, los datos hasta ahora acumulados proponen que
la maduracidn y diferenciacién de los timocitos y de las células germinales, no solamente
tienen paralelos funcionales y complementanios, sino que ademas sugieren que las sefiales
extra e intra-celulares que determinan la generacion y seleccion de células funcionales en

ambos sistemas, €s controlado por mecanismos moleculares comines.

En completo acuerde con ésta hipdtesis, nuestro grupo identificé wna nueva molécula,
a la cual hemos designado ¢l nombre de timotestin. Nuestra hipotesis de trabajo postula que
timotestin representa el vinculo molecular comiin en los mecanismos responsables de
motilidad, polarizacién, y migracién celular asociados a la maduracidn, diferenciacién y
seleccidn intra-timica y testicular. El objetivo principal de la presente propuesta de tesis

doctoral es determinar & vitro la relevancia fisiologica de timotestin,
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2. ANTECEDENTES

Nuestro grupo estudia los mecanismos que regulan la migracion celular asociada a la
maduracion y diferenciacién de los linfocitos. Con este fin, diseflamos una estrategia
experimental para detectar la expresién diferencial (differential display) de moléculas durante
estadios distintos de la diferenciacidn de linfocitos. En forma resumida el método consiste en
aislar por citametria fluorescente (FACS) multi-parametrica (determinada por marcadores de
fenotipo) de subpablaciongs celulares, de las cuales seé extrae el ARNm que
subsecuentemente se somete al andlisis de expresion diferencial por RT-PCR, utilizando
oligonucledtidos degenerados (primers) disefiados a partir de secuencias de genes,
pertenecientes a familias de receptores/ligandos y factores de transcripcién (gene family
motif differential display). Esta estrategia experimental condujo al descubrimiento nuevos
genes humanos (Guzman-Rojas L. et.al 2000, Siddiga A. et.al 2001), cuya caracterizacion
funcional se lleva acabo en €] momento actual.

La identificacién de timotestin ocwrié como consecuencia natural de la aplicacion de
experimentos similares, llevados a cabo durante €| tamizaje de bancos de ADNe murinos.
Timotestin se expresa selectivamente en timo, bazo, ganglios linfaticos y testiculos (de donde
se origina su nombre). El ADNc de timotestin presenta un marco de lectura (ORF) de 2724
pares de bases, que codifican para una proteina de 908 aminoécidos, con un peso molecular
de 102 KDua. Analisis de su estructura mediante una busqueda BLAST-P del banco de datos
(National Center for Biotechnology Information [NCBI]), indican que timotestin posee en su
regidn carboxil-terminal, identidad significativa con tropomiosing, filamentos intermediarios,

mivsina y con la fammilia Ezrin-Radixin-Moesin (ERM). A nivel de estructuras secundarias,
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timotestin contiene dominios hélices alfa espiral-espiral, los cuales son comines a moléculas
involucradag en la motilidad y migracion celular. Anélisis adicionales indican que timotestin
posee dos sitios transmembranales en la region amine terminal, lo que sugiere que €s una
proteina que se expresa en la superficie celular. Ademds se identifico un dominio zipper de
leucina en la regién carboxil-terminal, que conjuntamente con estructuras hélices-alfa

espiral-espiral, indica que timotestin interacciona con otras proteinas.

28



J.HIPOTESIS DE TRABAJO

En conjunto estos datos sugieren que timotestin, es una proteina asaciada a la
membrana celular, que potencialmente puede jugar ¢l papel de receptor, ligando o
transductor intermediario de seflales intracelulares (segundos mensajeros) mediante la
interaccion con otras proteinas y cuya funcién puede ser clave para la motilidad, polarizacién

y migracién celular asociada a la maduracién y diferenciacion celular.
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4. IMPORTANCIA, ORIGINALIDAD Y JUSTIFLCACION

El descubrimiento de timotestin y su restringida distribucidn tisular, representa una
confirmacidn experimental de los paralelos fisioldgicos, que existen entre los programas de
maduracion del timo y el tejido testicular. La importancia y la relevancia bioldgica se
derivard de los estudios enfocados en determinar su funcién, primeramente in vitro y
subsecuentemente n vivo. Los estudios propucstos permitirdn determinar, si l0s mecanismos
moleculares que operan en maduracion de células inmunocompetentes son comines, a
aquellos responsables de la generacion de ¢€lulas germinales funcionales. El entendimiento
de estos mecanismos representd un paso importante para evaluar los programas biologicos,
que regulan la migracion y maduracion de células asociados a la funcidn inmune por un

lado, y la reproductura por el otro,

El descubrimiento de timotestin, per se, representa un fendmena original, no
solamentc por que se trata de la identificacion de una nueva molécula, sino porque su estudio
y la determinacion de su funcion ofrece una oportunidad bioldgica clave, que nos permitira
entender y establecer un vinculo molecular sobre la influencia, [a dependencia y la
intecomunicacion que existe entre el timo y las gbénadas. En apoyo a nuestra hipdtesis de
trabyjo, los dalos experimentales hasta ahora generados estdn en completo acuerdo con la
literatura y sugieren que lejos de ser un paradigma bioldgico, timotesin representa un
mecanismo comiin programado por la naturaleza para garantizar la efectividad de dos

funciones criticas: inmunidad y reproduccién.
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Por tal motive consideramos que existe el raciocinio y la justificacién necesarios para
caracterizar y determinar la funcién de timotestin, como se propone en el presente
anteproyecto. Esta investigacidn tiene como abjetivo ulterior, aportar nuevos conceptos
dentro del contexto de la maduracién, diferenciacion y seleccién celular, los cuales pueden
ser Utiles para sentar la bases y estimular el estudio de moléculas, que se expresan en tejidos

histologicamente distintos, pero cuya fisiologia converge en mecanismos comanes.
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5. OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL :

Determinmar ¢l mecanismo molecular y funcional de timotestin en el sistema

inmune y reproductor

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

5.2.1. Establecer la relevancia de la expresién de timotestin dentro del sistema

inmune y el reproductar.

5.2.1.1. Analizaremos el significado de la expresion de timotestin en el sistema

inmune y reproductor, duraate los estudios embrionario, fetal, post-natal y adulto.

5.2.1.2. Determinaremos cuales son las células responsables de la expresién de

timotestin tanto en el tejido linfoide como el testicular, mediante el andlisis de los niveles de

ARN mensajero (mRNA) en subpoblaciones de c€lulas y/o preparaciones histoldgicas.

5.2.1.3. Compararemos la expresion de timotestin en €l tejido reproductor femenino y

masculino.
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5.2.1.4. Determinaremos: (a) la influencia del antigeno en [a expresién timotestin por
linfocitos maduros dentro de los orgunos linfoides secundarios; y (b) la influencia del eje

hipotalamo-hipofisiario-testicular en la expresidn de timotestin por las células germinales.

5.2.2. Estudiar las propiedades moleculares de la proteina timotestin y evaluar
las secuencias criticas que pueden determinar su estructura, expresién sub-celular y

funcidn.

5.2.2.1 Analizaremos la estructura proteica de timotestin <ontra los modelos
existentes en lus bancos de datos, con el [in de wdentificar motivos claves de la secuencia de
timotestin que potencialmente la asocien a grupos o familias de proteinas cuya funcion es

conocida.

5.2.2.2 Fusionaremos 8 timotestin con marcadores moleculares como Flag y/a la
proteina verde fluoresente (GFP), e investigaremos su expresidn funcional y localizacion
sub-celular en células transfectadas (transiente o estable), mediante inmunohistoquimica,

FACS, microscopia fluorescente y westemn blots.
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5.2.3. Establecer in vitro la relevancia fisiolégica de la expresién de timotestin,

3.2.3.1. Determinaremos la funcidn de timotestin utilizando células transfectadas y

mediante tamizajes de fosforilacién, los tesultados serdn confirmados por anélisis

convencionales: westemn blots, inmunoprecipitacion de complejos-cinasas, microscopia de

fluorescencia y fraccionamiento subcelular.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Plasmidos

Los plasmidos utilizados para subclonar el marco de lectura de timotestin fueron el
pEGFP-N3 (Clontech, Palo Alto CA., USA), B-actin-CMV/Tag4a, pBK-CMV (Stratagene,
La Jolla CA., USA), pCR-TOPOII, pcDNA3.1 Myc-HistA (Invitrogen, Carslab CA. USA),
pCITE 2A (Novagen, Madison, WI., USA), y pME185-Neo (DNAX Research Institute, Palo
Alto, CA). Cada uno de estos plamidos fué transformado en bacterias competentes (TOP10,
DH5a) mediante choque térmico a 42°C. Posteriormente se realizaron preparaciones de
plasmido a gran escala mediante el uso de columnas de afinidad comerciales (QIAGEN,

Valencia CA., USA ), y gradientes de cloruro de cesio (Sambrook, et.al. 1989).

6.2 Reactivos moleculares

Para llevar a cabo las técnicas de biologia molecular y obtener los plasmidos
recombinantes se¢ utilizaron diversos reactivos moleculares. Las enzimas de restriccion
utilizadas fueron Asel, BamHI, Clal, Dralll, EcoRI, EcoRV, HindIII, Kpnl, Mlul, Notl, Sac
[, Sal [, SnaBI, Xbal, y Xhal (Roche Molecular Biochemicals, Indiana IN., USA). La
enzima Gelasa se utiliz6 para la purificacién de fragmentos de ADN (Epicentre
Technologies, Madison WI., USA). La ligasa ADN T4, Transcriptasa reversa ( Superscript I
RnasaH-), Oligo dT .15, 0.1 M DTT, inhibidor de RNAsa se obtuvieron de¢ GIBCO-
Invitrogen, Carlsbad, CA., USA. Para la subclopacién de productos de PCR, su utilizé ¢l

sistema PCR-TOPO (Invitrogen, Carlsbad, CA., USA). El sistema comercial para
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radiomarcar fragmentos de ADN fue Multiprime (Amersham Pharmacia Biotech,
Piscataway, NJ. USA). Northern blot comercial (MTN- Mouse embryo, niimero d¢ catalogo
7763-1) de 1a casa comercial Clontech. Estuche de revelado de quimioluminisencia

(Supersignal) de la compaiiia PIERCE, Rockford [llinois, USA.

6.3 Lineas celulares

Las lineas celulares utilizadas para las transfecciones fueron las siguientes: K562
{Linea celular humana de origen entroide CD43+, CD7+) se cultivéd en medio Dulbecco’s
CRPMI con 10% de suero bovino fetal (GIBCO BRL-Invitrogen [ne.). La linea celular Jurkat
(linfoma de c¢lulas T Humana, CD3+) se mantuvo en RPMI suplementado con 10% de suero
bovino fetal a una densidad de § x 10° células por ml en su fase exponencial. Todas las lineas
celulares se les cambio el medio de cultivo cada 2-3 dias y se mantuvieron a 37°C can una

atmosfera al % de CO,.

6.3.1.Transfecciones

Luas cé€lulas fueron transfectadas mediante electroporacion ( Electroporador, BIO-
RAD, Hercules CA., USA) y liposomas (DOTAP, Roche Molecular Biochemicals). Para la
electroporacién se utilizaron § x 10° células en un volumen de 0.8 ml de PBS pH 7.4 y se
adicionaron 20 pg de plasmido linerarizado, la mezcla se colocé en una cuveta de
¢lectroporacion y se incubd por 10 minutos en hiclo. El shock eiéctrico fué de 0.250V, 0.950
pF (K562) y 0.350 V, 0.950uF (Jurkat). Las células se incubaron en hielo y después se

cultivaron en una placa de 6 pozos con 5 ml de medio de cultivo, 48 horas después de la
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transfeccidn se inici6 la seleccién con G418. En el sistema de transfeccién liposomal
(DOTAP) s¢ mezclan los liposomas con § P plasmido circular y se incuban por 15 min a
temperatura ambiente. Posteriormente esta mezcla de liposmas-ADN se agrega a 5 x 10°
células y se incuban a 37°C toda la noche. Al dia siguiente las células son seleccionadas con
neomicina (G418, GIBCO, BRL-Invitrogen Inc.) a una concentracion de 1 hasta 4 mg/ml
dependiendo de la linea celular, por un periodo de 12-24 dias hasta obtener células resistentes

a la droga.

6.4 Anticuerpos

Para los analisis de western blot se utilizaron los siguientes anticuerpos: anti-Flag M2
(Stratagene, la Jolla CA., USA), anti-Flag conjugado a la peroxidasa de hidrogeno (SIGMA,
St. Louis MO, USA), anti-IgG de conejo y ratdn conjugado a la peroxidasa (Pharmingen, San
Diego, CA. USA). Para determinar la localizacién subcelular se utilizaron los siguientes
anticuerpos: anti-Flag M2cy3 (SIGMA, St. Louis MQO.,USA). Anti-CD43 humano (BD
Pharmingen, San Diego CA., USA), anticuerpo anti-Src clona GD!11 (Upstate, Lake Placid
NY. USA), anticuerpo anti-IgG murino conjugado con Alexa Flour (488 y 588), anticuerpo
anti-IgG de conejo conjugado con Alexa Flour (488 y 588) {(Molecular Probes, Eugene OR.,
USA). Para realizar la purificacian de células mediante citometria de flujo se utilizaron los
siguientes anticuerpos monoclonales de rata: Anti-CD3 murino conjugado con ficoeritrina-R
(R-PE), anti-CD8a murine conjugado con Cy-Chrome, anti-CD4 murino conjudado con

isotiocianato de fluaresceina (FITC: BDD Pharmingen San Diego, CA., USA).
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6.5. Animales.

Se utilizaron ratones BALB/c y C57BL/6 adultos de ambos sexos, estos se
mantuvieron en el bioterio del Smith Research Building, M.D. Anderson Cancer Center, de
acuerdo a reguluaciones de cuidado del departamento de salud y servicios humanos de las

Estado Unidos Americanos.

6.5.1. Ratones hipofectomizados

Ratones BALB\c fueron hipofiscctomizados mediante cirugia, y se mantuvieron bajo
observacion por una semana para su recuperacion. Se determiné el nivel de cortiesteroides en
sangre mediante radioinmunoensayo, que fué <20 ng/ml en suero. Las hormonas utilizadas
para inducir la expresién de timotestin fueron: la hormona luteinizante de rata (LH),
hormona foliculo-estimulante ovina (FSH), y testosterona de rata (T). Estas se administraron
via subcutanea en la region dorsal del cuello del ratén. Se utilizaron 4 ratones por ensayo y el
experimento fue repetido 3 veces. Los animales fueron sacrificudos por intoxicacion de CO;,

y los testiculos fueron procesados para aislar el ARN total mediante el reactivo trizol.

6.5.2. Protocolo de lnmunizacién y purificacién celular.

Ratones CS7BL/6 libres de patdgenos, fueron inmunizados con Candida albicans
(107 celulas/ tratadas con formalina) via intraperitoneal, a los 9 dias fueron nuevamente
inmunizados con antigeno de Candida albicans. Despugs de des inmunizaciones los ratones

inmunizados y los ratones control (C57BL/6) fueron sacnificados.
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Para la purificaci6n de las subpablaciones de linfocitos T (CD41 y CD8*) se aislaron
timos y bazos de ratones inmunizados y no inmunizados C57BL/6. Los drganos fueron
macerados hasta obtener una suspension celular libre de debris. Las células mononucleares
fueron aisladas mediante un gradiente de ficoll y se ajustd la concentracion celular a 5 x
10’/ml, a esta suspensién se le agregd suero de rata a una concentracién final del 5% y se
incubd par 1S min. En seguida se adicionaron 10 ul de un pool de anticuerpas cantra
antigenos de células hematopoiéticas (CD11b, CD43R, Gr-1, TER [19) y fueron incubados a
4°C por 15 min. Las células fueron lavadas con PBS y se resuspendieron en medio de cultivo
RPMI 1640 y agregando 100 pl de anticuerpo anti-biotina tetramétrico que se incubé por 15
min a 4°C. Finalmente se adiciond 60 il de coloide magnético a la suspensidn celular y se
pasaraon por una columna colocada dentro de un campo magnético. La columna se lava 3
veces con PBS y las células recuperadas se centrifugaron a 1200 rpm por 5 min. Las células
eluldas mostraron un 98% de pureza al ser analizadas mediante citometria de flujo. El
estuche comercial para la purificacién de los linfocitos T, se aobtuvo de la compafia

STEMCELL Technologies (Vancouver, British Columbia, Canada).

6.6. Aislamiento de ARN total de diferentes tejidos murinos.

Para el aislamiento de tubulos seminiferos, los testiculos fueron removidos y lavados
von PBS, posteriormente se removieron las capus externas sin daifar la red de tabulos, estos
se colocaron en un tubo de 50 ml y se afladié una solucién de colagenasa en medio
Dulbecco’s modificado Eagle’s Ham’ F-12 (DMEM-F-12) e incubando a 37°C por 25 min

en un tamiz de nylon (60 uM, Nytex, Spectrum, Inc,). Las tibulos retenidos se lavaron 3
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veces con 10 ml de DMEM-F-12 (37°C) y se procedid a homogenizar los tibulos

seminiferos para el asilamiento del ARN total.

Para la obtencién de ovario, ttero se sacrificaron ratones hembras adultas y el
aislamiento de placenta se obtuvo de ratones hembras prefiadas entre 9.5 — 15.5 dpc. Los
organos y embriones fueron procesados inmediatamente utilizando maternial libre de RNasas.
Los embriones fueron extraidos a los 13.5 — 18.5 dpc para el aislamiento de saco vitelino,
timo fetal, gonadas, higado fetal; y postertormente se procedio a la purificacion del ARN
total. También se obtuvieron 6rganos de ratones adultos como timo, bazo, ganglios linfaticos,
higado, riién, estémago, intestino, pulmdn, médula dsea, testiculo, ovario, cerebro y

musculo, para ¢l aislamiento de RNA total.

Para ¢l aislamiento del ARN total, se utilizaron los siguientes procedimientos:

Tejidos. Los tejidos fueron homogenizados (Polytron) e incubados con el trizol por
10 min a temperatura ambiente (Por cada 50 — 100 mg de tejido se adiciond 1 ml de trizol).

Suspensidg celular. Por cada 5 - 10 millones de ¢élulas se agrego 1 mnl de trizol, se
mez<ld y se incubd a temperatura ambiente por 10 min.

Por cada ml de trizol utilizado, se agregaron 0.2 ml de cloreformo y se centrifugé a
12,000 g por 1S min., la fase acuosa fue recuperada y se precipitd con 0.5 ml de isoporpanol
por 10 min en hielo y se centrifug a 12,000g por LS min. El ARN precipitado s¢ lavd con

etanol al 75% y se resuspendié con agua libre de RNasas.



6.7. Purificacién celular mediante citometria de flujo.

Para la purificacion de timocitos mediante citometria de flujo (FACS), se obtuvieron
timos de ratones C57BL/6, los érganos fueron macerados y la suspension celular se ajusto a
una concentracion de 20 x 10° células, y se incubaron con los anticuerpos anti-CD3, anti-
CD4 y anti-CD8 par un periodo de 30 min a temperatura ambiente, Las células se lavaron y
se resuspendieron con PBS pH 7.4 a un volumen final de 2 ml. Las subpcblaciones de
linfocites T (CD4'CD8’, CD4°CD8", CD4", CD8") fueron recuperadas en 5 ml de medio
RPMI. El nimcro de células aisladas de cada subpeblacion de células T (CD4", CD8", CD4

CD$ y CD4" CD8"), fue entre 10,000 y 30,000.

6.8. Clonacibn, secuenciacién y caracterizacién de |as clonas

El tamizaje de bibliotecas de ADNc, caracterizacién de clonas, subclonacion de
tragmentos de timolestin, reacciones de enzimas de restriccion, ligacidn, transformacion,
purificacion de fragmentos de ADNc y andlisis de restriccion se realizaron de acuerdo al
manual de Sambrook, et.al. 1989. La secuenciacién se realizo en el laboratorio de

Secuenciacion y Analisis de ADN del MD.Anderson Cancer Center, Houston Texas, USA.

6.9. Northern blot y Radiomarcaje de sondas

Para los northern blots se utilizaron entre 5 y 10 pg de ARN precipitados ¢on acetato
de sodio 2M, glicdgeno (10 mg/ml) y etanal absoluto a -20°C por 30 min, estos fueron
recuperados por centrifugacion a 14,000 rpm/ 15 min. Los ARN precipitados fueron lavados
con etanol al 75% y s¢ dejaron secar. El ARN total se resuspendio en § ul de agua tratada

con dietilpirocarbonato (DEPC), ¥ se mezclo con 13.1pl de solucidn de carga (Formamidu
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50%, Formaldehido 0.66M y MQOPS 1X), las muestras se calentaron a $5°C por § min y
enseguida se colocaron en hielo, Las muestras fueron aplicadas en geles de agarosa al 1%
con formaldehido y transteridas mediante capilaridad a una membrana de nylon (Sambrook
et.al, 1989). Las membranas s¢ lavan con una solucion 2X SSC por 15 min y se pre-hibridan
con una solucién de hibridacion comercial (ExpressHyb, Clontech, Palo Alte CA.) a 65°C
por 4 horas.

Radiomarcaje. Para la reaccidn de radiomarcaje se utilizaron 30 ng de sonda de
timotestin en un volumen final de 28 pl en agua, se desnaturalizo mediante ebullicién
(100°C/5min) y enfriamiento brusca en hielo por 3 min. Enseguida se afiadieron los
siguientes reactivos:

Amortiguador de marcaje 5X 10 pl

Iniciadores Sul
Enzima Klenow 2 ul (1 U/pd)
dCTP (-*P) 5 pl (59 uCi)

La reaccién se incubo a 37°C por 40 min, y se prepararon columnas de filtracion en
gel (BIO-RAD, Hercules CA., USA) para purificar la sonda. La sonda marcada con *°P se
desnaturalizo y se colocd dentro del saco de hibridacion de la membrana, incubandose toda la
noche a 65°C. Las membranas se lavaron con las siguientes soluciones; 2 lavados frios (2X
SS8C, 0.1% SDS, 25mM NaHPQy4), 2 lavados a 65°C ( 0.2X SSC, 0.1% SDS, 25mM
Na;HPQ;) y 2 lavados a 68°C ( 0.1X SSC, 0.1% SDS, 25mM Na;HPQs). Las membranas se

expusieron a films de rayos-X durante toda la noche a -70°C.
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6.10. Reaccién de Tramscripciéa Reversa y Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (RT-PCR).

Para este ensayo se aisld y s¢ normalizd la cantidad de ARN total, en base a 10,000
células de cada subpoblacidn de timocitos aisladas mediante FACS, También ésta técnica se
utiliz6 para generar ADN¢ de timo, bazo, ganglios linfiticos y testicula. En la reaccion de
transcriptasa reversa se utilizé 1 pl de olige dT|; _i3 y agua libre de RNasas en un volumen
11.5 pl, las muestras se incubaron a 70°C por 10 niin, y enseguida se sometio a enfriamiento
en hielo. Despu¢s se agregaron los siguientes reactivos:

Inhibidor de RNasas (10U/ul) 0.5 pl

Buffer §X 4 .0ul
Ditiotreito] 0.1 M 2.0l
dNTP's 10 puM 1oul

Transcriptasa Reversa (200U/ul) 1.0 ul

La reaccién se incub6 42°C por 50 min. La reaccién fue neutralizada mediante calentarniento
a 70°C por 10 min. Como control de la concentracién de los niveles de ADNg, se analizé la
amplificacién de la gliceraldehido-3- fosfodeshidrogenasa (G3PDH), un gene de expresién
constitutiva. Las condiciones del PCR fueron de acuerdo con el método de la casa comercial
Clontech (No. Cat. 5408-3, Palo Alto CA. USA). La técnica de PCR también fue empleada
para amplificar el marco de lectura de timotestin y para detectar la expresién en diferentes

subpoblaciones célulares.

a) Para la detectar la expresidn de timotestin en las diferentes subpoblaciones

célulares se utilizaron los oligonucledtidos:
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U-182 LT 5’- TTCTGGACAAAAGCTCACACGA-3> (22 nt), Tm: 55°C
L-1616 LT 5’-GGCTGCTGGATCAAGAAAACTACT-3’ (24nt), Tm: 55°C
Las condiciones de PCR fueron: desnaturalizacién 94°C/ 30 sec, apareamiento 60°C/ 1 min y
extension 68°C/ 3 min, por 35 ciclos. La enzima DNA polimerasa Taq utilizad4 fue de alta

fidelidad asi como su buffer (Roche Molecular Biochemicals, Indiana IN., USA).

b) Para amplificar y clonar el marco de lectura (ORF) de timotestin, se utilizé6 ADNc
de timo, bazo, nédulos linfaticos y testiculo. Los oligonucleétidos 5’ y 3’ de timotestin
fueron sintetizados por la compafiia SIGMA-GENOSYS (Woodlands Tx. USA):

U-LT 5’-GGATCCGAATTCGTCGGCATGGATTCCACCGCCTG-3’

L-LT 5’-CACAGTCGACTATACTAAGGTTCACAGTTTCTGGGC-3’

El oligonucledtido iniciador U-LT (35 nt) contiene un sitio de restriccion para la enzima Eco
RI (Subrayado) y el codén de iniciacién (ATG) del marco de lectura de timotestin. El
iniciador L-LT (36 nt) contiene un sitio de restricciéon para la enzima Sal [ y no contiene
codon de terminacion, para poder fusinarlo con péptidos (Flag-Hist) o proteinas

recombinantes (GFP). Las condiciones de PCR son semejantes a las anteriormente descritas.

6.11. Southern Blot

Para el Southern blot se utilizaron geles de agarosa al 0.8 y 1.0 % para la resolucién
de los fragmentos de ADNGg, al finalizar el corrimiento de la muestra, el gel se incubé con
HCI 0.25 M por 8 minutos, después el gel s¢ lavé con agua y se afiadi6 la solucién
desnaturalizante (NaOH 0.5M; NaCl 1M) y finalmente la solucién neutralizante (Trs-HCI

0.5M; NaCl 1.5M). Después se monto la tranferencia de acuerdo a Sambrook et.al. 1989. Los



acidos nucléicos transferidos en la membrana se fijaron mediante luz ultravioleta (UV
Crosslinker). Las condiciones de hibrididacion y lavado se realizaron como se menciond

anteriormente.

6.12. Hibridacién in sifu

Para la hibridacion in siry, primero se realizaron cortes hitoldgicos de timo y
testiculo. Los tejidos se incubaron toda la noche a 4°C en una solucién de paraformaldehido
al 4%. Posteriormente los tejidos se lavadoron con PBS pH 7.4 y deshidratados con un
gradiente de concentracion de alcoholes en PBS (39, 50, 70, 80, 95 y 100%), con cada
solucidn se lavaron 2 veces por 30 min y los tejidos se almacenaran a 4°C.
Antes de realizar los cortes histologicos, los téjidos se lavaron 2 veces con las siguientes
soluciones:
Etanol al 100% por 30 mun.
Etanol:Histoclear 50:50 por 15 min.
Histoclear 100% por L0 min.
Los siguientes tratamientos se llevaron a 60°C
Histoclear/Parafina 50:50 por 20 min
Parafina 100% por 15min

Una vez solidificada la parafina, ¢l molde se removid y se monté en un microtomo
para realizar los cortes histologicos (6 microns), cada seccidn se fue colocando en una baio
de agua a 45°C y finalmente se montaron en portaobjetos cargados positivamente {Fisher,
Cat. No. 12-550-15) dejandose secar toda la noche a 37°C. Todos los siguientes tratamientos

se realizaron con reactivos libres de RNAsas.
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- Histoclear por 10 min

- Etanol al 100% por 2 min

- Etanol al 95 y 85% (2 min), 70% (5 min), 50 y 30% (2 min)
- Cloruro de sodio 0.9% (5 min)

- PBS pH 7.4 (5 min)

- Paraformaldehido al 4% ( 20 min)

- PBS pH 7.4 (5 min)

- Incubarcién con proteinasa K (20pg/ml) por 7 min

- PBS pH 7.4 (5 min)

- Paraformaldehido al 4% (20 min)

- Tnietanolamina-HCl pH 8.0 por 10 min

- PBS pH 7.4 (5 min)

- Cloruro de sodio al 0.9% (5 min)

- Deshidratacién con etanol 30, 50, 70, 85 y 95% (5 min)

- Etanol 100% (2 min)

Las laminillas histolagicas se dejaron secar a temperatura ambiente.

Preparacién de la sanda. Para generar las sondas sentido y antisentido se subclond
un fragmento de 400 pb del ADNc de timotestin, en los sitios de restriccion EcoRV y Xhol
del vector pBluescirpt KS I, este vector fue linearizado con la enzima de restriccién Xhol
para producir la sonda sentido, y EcoRV para la sonda antisentido, después de la digestion
enzimatica, cada pldsmido linearizado se purificdé mediante extraccidn
fenol:cloroformo:aleohol isoamilico (25:24:1) ¥ precipitacion con etanol. Para producir la

ribosonda se utilizaron los sigueintes reactivos:



1ug de plasmido linearizado (1 pl)

5.5 pl de Agua DEFC

6 pl de buffer de transcripcién 5X (Promega)
1 ul de rATP, (CTP, rGTP (10 mM)

1.5 p! de Ditiorreitol 0.1 M

1 ! de [nhibidor de RNasas (10 U/ul)

10 pl de **S tio-rUTP (Perkin-Elmer, NEN)

L ul de ARN polimetasa (T3 o T7) (Promega Co. Madison WL, USA.)

La reaccién se incubd a 37°C por 3 horas. La reaccién se neutralizd adicionando 2pul
de DNasa [ e incubando par 15 min a 37°C. Postcriormente se procedia a precipitar la sonda
con 200ul de ARNt (0.5 mg/ml), 250 pl de acetato de amonio 4M y | ml de etanol al 100%
por 5 min en hielo, la cual se recuperd por centrifugacion a 14000 rpm/7 min. La sonda se
resuspendio en agua DEPC y se volvio a precipitar como se menciond previamente. Para la
hibridacién se utilizaron 4 millones de cuentas or minutg (cpm), en un volumen de 100l por
cada laminill4 y se incubaron a 65°C en una camara himeda durante 18 horas. Para eliminar
¢l exceso de sonda los cortcs histeldgicos fueron lavadas con las siguientes soluciones:

- Solucion removedora de portaobjetos ( SSC 5X, 2-mercaptoetanol 15 mM) a 60°C por
1 hora.

- Solucién [ (Formamida 50%, SSC 2X, 2ZME 40 mM) a 65°C por 30 min.

- Solucion NTE 1X ( Cloruro de sodio 0.5M, Tris-HCl 0.25M pH8.0 y EDTA 0.1M) a
37°C por 1° min (3 veces)

- Solucién [ a 65°C por | hora.

47



-8SC 2X y SSC 1X a temperatura ambiente por |5 min cada uno,

Las laminillas se deshidrataron con diferentes soluciones de etanol al 30, 60, 80, 95%
que contenian acetato de amonio al 0.3 M, y un Gltimo lavado con etanol al 100%. La
intensidad de la sefial radioactiva en los tejidos hibridados se detecté mediante la exposicién
con un film de rayos-X. Can base en los resultados anteriores, los cortes histoldgicaos fueron
sujetos a upa emulsion fotografica Kodak NTB-2 a 45 °C, y se dejaron secar toda la noche a
temperatura ambiente. Al dfa siguiente los cortes histoldgicos se colocaron en una caja a
prueba de luz y se expusieron por 5 dias. Las laminillas se revelaron en el cuarto obscuro
utilizando la solucidn reveladora KODAK D-19 por 2 min y se lavaron con agua destilada.
Después se realizé una tincién nuclear utilizando una solucidn Hoechst (2 pg/ml) por 2 min.
Subsecuentemente las laminillas fueron cubiertas con una solucion de balsamo canadiense y
se dejaron secar por 7 dias (Albrecht U, et.al. 1997). El andlisis de la expresion in situ de
timotestin se realizé mediante un microscopio Olympus BX60, equipado con una camara

digital SPOT (Diagnostics instruments, Sterling Heights, MI. USA).

6.13. Transcripcion/traduccion in vifro y SDS-PAGE

Para realizar la transcripcidn y traduccién en un sistema de reticulocitos de conejo, se
subclono direccionalmente ¢l marco de lectura (ADNc) que codifica para la proteina
timotestin mediante condiciones previamente mencionadas. El vector pCITE 2A (Novagen
Madison WI., USA) contiene el promotor para la polimerasa T7 y ademas provee una seiial
CAP durante la transcripcion del ARNm de timotestin. Para la transcripcidn se utilizaron 0.5

ng del vector y se incubd con una mezcla de transcripeién a 30°C por 15 min. Posteriormente



se afiadieron 30 Ll de una mezcla de reticulocitos de conejo (Novagen Madison WL, USA),
4 ul de *’S-metionina (40uCi) (Perkin-Elmer NEN, ) por un periodo de 1 hora a 30°C. Para

neutralizar la reaccion se afiade Rnasa A y se incuba 5 minutos a temperatura ambiente.

Para analizar la produccién de la proteina timotestin in virro, se utilizd la
electroforésis en geles de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE). Para este
fin se prepararon SDS-PAGE al 7.5% T con pH 8.8, y con un gel de empaquetamiento al 4%
T; 2.66 C, a pH 6.8 . Las cantidades empleadas para elaborar los geles fueron las siguicntes: Gel

separador al 7.5 % T, pH 8.8 (gelesde 16 x 14 cm x 1.5 mm ).

Reactivo Cantidad
Salucidn patrdn de acrilamida 40 %T, 9.1 ml
Solucién patron de bis-acrilamida 2% C. 5.0ml!
Amortiguador Tris-HCI, 3.02 M, pH 8.8 6.25 ml
Agua hidestilada 29.14 ml
Dodecil sulfato de sodio al 20% 0.25ml
Persulfatv de amonio al [0% 0.25 ml
TEMED 0,025 ml

Gel de Empaquetamiento al 4% T, pH 6.8

Reactiva Cantidad_
Salucién patrén de acrilamida 40% T 24ml
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Solucion patrén de bis-acrilamida 2%C 1.3 ml

Amortiguador Tris-HCL 1.25 M, pH 6.8 6.4 mi
Agua bidestilada 14.5 ml
Dodecil sulfato de sodio al 10% 0.125 ml
Persulfato de amonio al 10% 0.125 ml
TEMED 0.025 ml

Para el comimiento electroforético se utilizo un amortiguador trizma base 50 mM,
glicina 384 mM, SDS 0.01% con un pH de 8.3. Para la preparacion de la muestra se afladio
amortiguador Laemli y 2-mercaptoetanol (BIO-RAD, Hercules CA.,USA) y se sometid a
ebullicion por 5 minutos. También se utilizaron marcadores de peso molecular con un rango
de 14.3 hasta 250 Kda (Rango completo rainbow, Amersham Life Science Piscataway, NJ.
USA). El gel radioactivo fue secado al vacio y a una tcmperatura de 65°C por 1 hora. El gel
se expuso con un film de rayos-X (Hyperfilm, Amersham Pharmacia Biotech Piscataway,

NJ. USA) por un periodo de 18 hrs a teinperatura ambiente.

6.14. Western blot

Para analizar proteinas mediante western blot, se utilizaron geles SDS-PAGE al 7.5
%T. Las muestras se obtuvieron de lisados celulares mediante sonicacién y afiadiendo un
cocktail de inhibidores de¢ proteasas (Aprotonina, Leupeptina, y Pepstatina; Roche Molecular
Biochemicals Indianapolis IN., USA). El tratamiento térmica y los agentes reductares
utilizados fueron semejantes al los previamente descritos. Una vez separadas las proteinas
electroforéticamente por SDS-PAGE, se electrotransfirieron a una membrana de nitrocelulosa,

Las membranas de nitrocelulosa se incubaron con una solucién bloqueadora (leche descremada
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al 5 % en solucién salina de fosfatos [PBS]), durante 1 hora a temperatura ambicnte. La
membrana se incubb con el primer anticuerpo a una ditucion de 1:2000 o 1:5000 en la solucidn
bloqueadora y se incubd toda la noche a 4°C, Al dia siguiente, las membranas se lavaron y se
adiciond el segundo anticuerpo policlonal anti-gammaglobulina conjugados con peroxidasa
(Dilucién 1:5000), y se dejaron reaccionar por 2 horas a temperatura ambiente. La reaccion
antigeno-anticuerpo  se  reveld mediante la  solucion  substratocromdgemo  de
quimicluminiscencia (Super signal west pico, PIERCE Co., Rockford [L., USA),
inmediantamente se procedié a exponer la membrana con un film de rayos-X, por un periado

de 5 minutos hasta 1 hora.

6.15. Pragramas Analiticos.

Para el analisis del ADNc de timotestin, se utilizaron los siguientes programas de
computacion: DNAstar (Lasergene file, Madison WI1.,USA) que contiene los programas
editseq, seqman, pnmer select, align, protean, y mapdraw. Para determinar |a estructura
prot€ica de timotestin se utilizaron los programas Blast-P, DART, CD-search
(www.ncbi.nlm.nih.gov). Para determinar los dominios espiral-espiral se utilizé el programa
MacStripe 2.0 (www.yvork.ac.uk). Para analizar la localizacién subcelular se empleo el

programa PSORT (www.psort.nibb ac.jp) mientras que BLOCKS (www.blocks.fherc.org),

ProDom (www prodes.tolouse.inra.fr), MOTIF (www.motif genome.ad.jp ) fueron utilizados
para identificar familias de proteinas. Finalmente, los programas del centro de anilisis de

secuencias bioldgicas (CBS, www.cbs.dtu.dk ), fueron utilizados para analizar péptido seilal,

sitios de tosforilacidn y dominios transmembranaies,
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7.16. Citocentrifugacién celular y Microscopia de fluorescencia.

Para analizar la localizacidén subcelular de proteinas se utilizaron las células K562, y
Jurkat, Las células tueron incubadas con el fluorocromo especifico para ADN (Hoechst
33342 (10 pg/ml) a 37°C por 30 min, para identificar el nicleo, Las células se lavaron 3
veces con PBS pH 7.4 y se colocaron diferentes concentraciones de células (50,000, 100,000
y 250,000), mediante un cito-embudo (Cytofunnel, Thermoshadon Inc.) ajustado a un
portaobjetos y centrifugando a 1000 rpm/ 5 min. Posteriormente se adiciond:

- Formaldehido al 2% por 10 minutos o acstona (-20°C)

- 3 lavados con la solucién Tween 20 al 0.1% en PBS pH 74

- Solucion bloqueadora universal (Novagen, Madison WL, USA) por 30 minutos

- Primer anticuerpo diluido 1:1000 (PBS, Suerc fetal bovino al 1%) , toda la noche a 4°C,

- 3 lavados con la solucién Tween 20 al 0.1% en PBS pH 7.4

- Segunda anticuerpo, diluido a 1:2500.

- 3 lavados con PBS pH 7.4

- Solucién de montaje (Research Genetics, Huntsville, AL., USA) y se dejan secar toda la
noche a temperatura ambiente.

Para analizar la reactividad del anticuepo s¢ utilizé el microscopio de fluorescencia
Olympus [X70. Las imdgenes fueron analizadas mediante el programa Adobe-Photoshop

version 5.5,

6.17. Tamizaje de fosforilacién (phesphospot).

Este ensayo consiste en determinar el estado de fosforilacidn de proteinas cinasas en

extractos protéicos. El sistema Phosphospot (JERINI, No. Cat. JE-258-1, Berlin, Alemania),
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consiste en una transferencia de fasforo radioactivo hacia un sustrato enzimético especifico
fijado en una membrana de nitrocelulosa. Las membranas de nitrocelulosa Phosphospot
contienen 20 sustratos especificos para 16 proteinas cinasas, solamente las enzimas en estado
activo son capaces de transferir ¥ **P hacia el sustrato y su deteccion se realiza mediaate
autoradiografia de rayos X. A continuacion se presenta el protocolo recomendado por la casa

comercial.

Las membranas se incuban en etanol por 5 min y se lavan 3 veces con ¢l buffer de
fosforilacion (MOPS 50 mM, pH 7.2, NaCl 150 mM, MgCl; 30 mM, DTT 4 mM, B-
glicerafosfato 12.5 mM, EGTA 2 mM, ortovanadato de sodio 1 mM, &cida akadaico y [ y-
32p] ATP 100 M), 10 minutos cada lavado, Para este ensayo se utilizd un buffer de lisis que
se prepara adicionando al buffer de fosforilacion, triton X-100 (1%) y leupeptin (2 pg/ml).
Por cada 2 x 10° células se utilizé 1 ml de buffer de lisis y se incubd por 10 min en hielo,
postetiormente el extracto proteico se centrifugé a 14,000 rpm por 15 minutos, y el
sobrenadante se incubd con las membranas previamente equilibradas con etanol. La reaccion
de fosforilacidn se llevd acabo por 30 minutos a temperatura ambiente. Las membranas se
lavaron con las siguientes soluciones:

1} NaCl IM
2) TBS 50 mM, pH 7.2 ( Tween 20 1%, SDS 1%])
3) Agua

4) Etanol
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Las membranas se dejan himedas y se exponen a un film de rayos X, por 18 horas. La
autoradiografia se analiza utilizando una plantilla que orienta la posicion de cada sustrato

fijado en la membrana de nitrocelulosa.

6.18. Ensayo de inmunecomplejas cinasas.

Este ensayo se basa en el mismo priacipio que en el phosphospot, la diferencia ¢s
que la proteina cinasa se inmunoprecipita y se hace reaccionar con ¢l sustrato (enolasa) en un
butter de fosforilacién y la reaccién se analiza mediante SDS-PAGE. Para este estudio se
utilizaron 1.5 mg de extracto proteico de las lineas celulares Jurkat-Flag y Jurkat-timotestin,
las células se incubaron con buffer de lisis ( HEPES 50 mM, pH 7.4, NaCl 150 mM, MgCl,
1.5 mM, pirofosfato de sodio 10 mM, Triton X-10) 1%) y se incubaroa en hielo por 15
minutos. El extracto proteico se centrifugé a 14,000 rpm por |5 minutos y el sobrenadante se
transfirié a un nuevo tubo eppendortf en donde se agregaron 6 |ig de anticuerpo anti-sre, la
imnunoprecipitacion se llevo 4 cabo toda la noche a 4° C. Posteriormente se afiadié 6 pg de
anti-inmunoglobulina dc conejo Ig G y se incubé por 1 hora a 4°C en agitacidon, enscguida se
afiadi6 proteina A (30 min) y se incubd bajo las mismas condiciones y se lavd 3 veces con
buffer de lisis (10 min ¢ada uno). Al final el precipitado se resuspendid con 10 pl de enolasa
(la enulasa se inacliva con 4cido acélico 46 mM a 37°C por 10 minutos) y se agrega el
fésfuro-y radioactivo en un buffer de Hepes-vanadato, después de 10 min se agregd un buffer
de carga 3X y las muestras se sujetaron a ebullicidn por 5 minutos. El inmunocomplejo
cinasa se analiza mediante 7.5 % SDS-PAGE. El ggl de poliacrilamida se incuba en una
solucién de agua:metanol:dcido acético 5:5:1 por | hora, posteriormente el gel se somete a

ebullicidéan por 1 hora en wna solucion de KOH 1M. Nuevamente ¢l gel ¢s colocado en la



solucién fijadora por 45 min y se seca al vacfo a 65°C. La sefial radioactiva de la

transferencia de fésforo gamma se detecta mediante autoradiografia de cayos X.

6.19 Aislamiento de la fraccion del citoesqueleto y citosol.

Para aislar la diferentes fracciones celulares principalmente citosol y citoesqueleto,
utilizamos las siguientes soluciones:
Solucién de lisis 1: NaCl 100 mM, Tris-HCI 20 mM, pH 7.4, MgCls 1 mM, Triton X-100
0.5%, EGTA 2 mM, PMSF 1 mM, Leupeptin 10 pg/ml.
Solucion de extraccion 2; NaCl 200 mM, Tris-HCI 20 mM, pH 6.8; Triton X-100 1%, SDS

1%, EGTA 2 mM, PMSF 1 mM, Leupeptin 10 ug/ml,

Para el fraccionamiento celular se utilizaron 20 x 10° células provenientes de la linea
celular Jurkat-vector y Jurkat Timotestin, las células se lavaron con PBS, y la pastilla celular
se resuspendio con 500 ul de solucidn de lisis [. El lisado celular se incubéd por 30 min en
hielo y se centrifugd a 14,000 rpm por |5 min a 4°C. El sobrenadante se denomind fraccion
proteica citosélica y el precipitado contiene la fraccion de citoesqueleto, a la cual se le
adicino 200 pul de solucién de extraccién 2. El extracto se mezelé mediante pipeteo, sc incubd
por 15 minutos a ternperatura ambiente y nuevamente se centrifugé como anteriormente se
menciond para obtener la fraccion proteica del citoesqueleto. La concentracion de proteinas

se determind mediante el método BCA (Pierce, Rockford, IL. USA).

55



7. RESULTADOS

7.1. RELEVANCIA DE TIMOTESTIN DURANTE LOS ESTADIOS
EMBRIONARIO, FETAL, POST-NATAL Y ADULTOS DEL SISTEMA INMUNE Y

REPRODUCTOR.

7.1.1.4. Timotestin se expresa durante etapas embrionarias

La migracion celular es un procesc altamente regulado que es importante durante las
primeras etapas embrionarias. Por lo tanto, la expresién de moléculas involucradas en los
mecanismas de motilidad celular deben de expresarse en etapas muy tempranas del
desarrollo embrionario. Congruente con esta prediccion, anélisis de northern blot, revelaran
que timotestin se expresa en células embrianarias totipotenciales (Fig. 1A), las cuales se
localizan dentro de la red celular que forman los blastocistos y sugiere que la cxpresién de
timotestin es importante durante los estadios mas tempranos del desarrollo embrionario. Para
determinar la relevancia de timotestin en diferentes etapas embrionarias, realizamos una
cinética de expresion de timotestin mediante northem blot. El analisis reveld que timotestin
se expresa desde el dia 7 hasta el 17 dpc (Fig 1B), aunque s¢ observd un mcremento de¢
expresion de timotestin durante la ectapa de organogémesis (11-15 dpc). También
identificamos la expresién de dos ARN mensajeros de timotestin con un peso molecular de

3.6 y 4.4 Kb.
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Figura 1. Timotestin se expresa durante la embriogénesis. Northern blots. A. ARN
total de células totipotenciales embrionarias. B. ARN mensajero de embriones. 1) 7 dpc. 2)
11 dpe. 3) 15 dpc. y 4) 17 dpe. Los nimeros que se muestran en el lado izquierdo del
northern blot, indican el peso molecular en kilobases (kb). La membrana se expuso con un
film de rayos-X por 72 horas. Como controles de carga de la muestra, se utilizaron los ARN
ribosomales (28 y 18S) visualizados en el gel de agarosa por tincion con bromuro de etidio
(A) y la expresion de PRELI, un gene que se expresa constitutivamente en todas las etapas

embrionarias.
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7.1.1.b. Timotestin se expresa en tejidos hemasopoyéticos y linfoides durante
etapas fetales y adultas.

La deteccién de timotestin en etapas tempranas del desarrollo embrionario y la
abundante expresion durante la organogénesis, condujo a examinar la presencia del ARN
mensajero de timotestin en tejidos hematopoyéticos fetales y determinar la distribucion ¢n
tejidos adultos. Analisis mediante northern blot revelaron que timotestin se expresa en saco
vitelino desde ¢l dia 6 de gestacion hasta el dia 15, como se puede apreciar en la figura 2
(carriles 2, 4, 6). El saco vitelino es un tejido hematopoyético embrionario que contiene los
precursores c€lulares que migran hacia gomadas y tejidos hematopoyéticos (Ullman S.L. et
al., 1997; Rich LN., 1995; Ogawa M., et al., 2001). Con base en su abundante y estable
expresion cn diferentes estadios se confirmd que la expresién de timotestin es relevante en
las diferentes etapas de gestacién del ratén. En apoyo a su relevancia en el desarrollo
intratimico detectamos que timotestin s¢ expresa en timo fetal (Fig. 2). Consistente con la
selectiva compartimentalizacion dentro del timo, la expresion de timotestin no fue detectada
en otrus organos hematopoyéticos como el higado fetal, el cual apoya fundamentalmente ¢l
desarrollo de linfocitos B, de precursores mieloides y eritroides (Wolber F. et al,, 2002
Traver D, et al., 2001).

En etapas adultas la distribucion tisular del ARNm de timotestin es también
predominante en 6rganos linfoides primarios como médula dsea y timo, ademds en tejido
testicular (Fig 2). Estos resultados en conjunto indican que la cxpresion de timotestin es
importante durante el desarrollo y maduracion de los timocitos y en células germinales tanto

en etapas embrionarias como en adultas.
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Figura 2. Distribucién tisular de timotestin en tejidos embrionarios y adultos.
Northern blot. Tejidos embrionarios (5 pg) carriles 1 — 8 y tejidos adultos murinos (10ug)
carriles 9 — 16. 1. Timo fetal, 2. Saco vitelino (6 dpc), 3-3a. Saco vitelino (8 dpc), 4. Saco
vitelino (11 dpc), 5. Placenta (11 dpc), 6. Saco vitelino (15 dpc), 7. Placenta (16 dpc), 8.
Higado fetal (16 dpc), 9. Médula osea, 10. Estomago, 11. Cerebro, 12. Musculo, 13.
Corazén, 14. Testiculos, 15. Higado, 16. Timo, 17. Bazo, 18. Nodulos linfaticos. Exposicién
por 72 horas en film de rayos X. Sonda ADNc de timotestin radiomarcada con *’P.Las

flechas indican los trancritos de 3.8 y 4.4 kb de timotestin.



7.1.2. ANALISIS DE EXPRESION DE TIMOTESTIN EN EL SISTEMA

INMUNE.

7.1.2.a. Timotestin se expresa principalmente en timocitos maduros localizados
en la médula del timo.
El timo es un érgano linfoide primario que esta contituido principalmente por corteza y

médula como se muestra en el esquema 1.

~

Trabecula

CORTEZA

Epitelio
Subcapsular

Corpusculo de
Hassalls

MEDULA

Esquema 1. Organizacién celular del timo.



La region subcapsular esta principalmente constituida por células epiteliales
corticales y por timocitos (CD4-CD8-), mientras que los timo<itos en la corteza maduran y
expresan los receptores CD4-+CD8+ (dobles positivas). En la regién corticomedular se lleva
acabe la seleccion de timacitos 2 través de su afinidad por el antigeno presentada por células
dendriticas (Sebzda E., et al., 1999). Las células seleccionadas positivamente pasan a formar
los repertorios de timocitos CD4+ (cooperadores) y CD8+ (citotdxicos), los cuales se
concentran en la médula del timo (Esquema 1). En acuerdo con la abundante expresién de
timotestin en timo detectada en los experimentos precedentes, decidimas investigar si esta
expresidn es ubiqua en todas las diferentes regiones histologicas del timo. Por lo tanto
aislamos 1imos de ratones C57BL/6 para realizar cortes histologicos y analizar la expresion
de timotestin mediante hibridacion iz sitz. En la figura 3, se puede apreciar la abundante
expresian de timotestin en la regidn cortico-medular y en la medula de timo (fluorescencia
roja, sonda antisentido). Estos resultados sugicren que la expresion de timotestin es mas

relevante en las subpoblaciones celulares que forman parte de la médula de timo.

Para determinar ¢l origen celular de la expresién de timotestin en timo, aisfamos

¢élulas mononucleares de timo CD3* (linfocitos T) y CD3- (que incluyen macrofagus,
clulas epiteliales y células dendriticas), El ARN total de cada subpoblacion fue extraido y la
expresion de timotestin fue analizada mediante RT-PCR. Los resultadas presentados en la
figura 3B demuestran que timotestin se expresa selectivamente en los linfocitos T CD3% y no
en el microambiente celular del timo. Estos datos son televantes ya que confirman sin

ambigliedad que timotestin se expresa exclusivamente en en timocitos. Las cantidades de
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ADNec utilizadas en este analisis fueron equivalentes para cada PCR, lo cual se comprobd

mediante la amplificacién de la gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa (G3PDH).

A. SONDA ANTISENTIDO SONDA SENTIDO

G3PDH
Figura 3. Timotestin se expresa en linfocitos CD3" de timo. A. Anilisis de

hibridacién in situ de timo: (A) La flourescencia roja (sonda antisentido) indica la expresién
de timotestin, y la flourescencia azul (sonda control: sentido) donde predomina la tincién
nuclear con Hoechst 33342. Flecha de color negro y balnca muestran la médula y la corteza
del timo respectivamente. B. RT-PCR. Carril 1, marcadores de ADN. 2. RT-PCR de
timocitos (CD3") y 3. Células mononuleares (CD3"). El producto de amplificacion de
timotestin fue de 3.1 Kb y el control de carga G3PDH de 900 pb.
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Con base en la selectiva expresioén de timotestin en timocitos CD3+ y la abundante
expresion de timotestin en médula de timo, nos hizo postular que la expresién de timotestin
puede ser mayor relevancia en las subpoblaciones de timocitos CD4+ y CD8+. Con el fin de

analizar esta hipotesis, analizamos la expresion de timotestin en las cuatro subpoblaciones
diferentes de timocitos (CD3TCD4*CD8-, CD3*CD4-CD8*, CD3*CD4*CD8*, CD3"CD4-

CD8"). Como puede corroborarse en la figura 4, la citometria de flujo (FACS) permitié aislar
las subpoblaciones de timocitos con una pureza del 98%. Después de extraer el ARN de cada
una de las subpoblaciones, la expresién de timotestin se detecté mediante RT-PCR y
Southern blots. Los anélisis revelaron que aunque timotestin puede detectarse en las cuatro
subpoblaciones de timocitos (Fig. 4B), su expresion es predominante las subpoblaciones
CD4™ y CD8". Estos resultados son congruentes con la abundante deteccion in situ de
timotestin en la médula de timo (Fig 3). Estos datos en conjunto, sugieren que la expresion de

timotestin es relevante en la maduracion y seleccion intratimica.

A. B.

12 34

Chy

Figura 4. Expresion de timotestin por distintas subpoblaciones de timocitos

maduros. A) Esquema del FACS para purificacion celular. B) Analisis de expresion
mediante RT-PCR y Southern blot. Timocitos CD3*: 1. CD4*CD8", 2. CD4-CD8™,

3.CD4*CD8™", 4.CD4-CD8". RT-PCR de la G3PDH se utilizé como control de carga.
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El timo produce y exporta continuamente linfocitos T inmunocompetentes con un

fenotipo CD4" (cooperadores) y CD8™ (citotoxicos) a drganos linfoides secundarios
(Anderson G., et al. 2001). Basados en estos hechos decidimos comparar las subpoblaciénes
responsables de la expresion de timotestin tanto en timo como en bazo. El northen blot revel6

que timotestin no se expresa en linfocitos T periféricos del bazo, sino exclusivamente en las

células CD4™ y CD8" del timo (Fig. 4). Estos resultados indican que la expresién de

timotestin juega un papel central y exclusivo en los procesos de diferenciacion intratimica.

A. B.

28S
18S

Figura 5. Timotestin se expresa en timocitos CD4™ y CD8%. Cada northern blot

contiene 6 ug de ARN total de: A) Timocitos y B) Linfocitos T (bazo) con el siguiente

fenotipo: Carril 1. CD4™ y carril 2. CD8". Las bandas ribosomales 18 y 28S fueron tefiidas

con bromuro de etidio como control de carga.



7.1.2.b. La expresion de timotestin es antigeno (Ag) -independiente y exclusiva de
la maduracién intratimica.

Analisis precedentes demostraron que timotestin no se expresa en linfocitos T
virgenes del bazo (Fig.5). Sin embargo no sabiamos si la migracion hacia érganos linfoides
secundarios como el bazo depende de la estimulacion antigénica, y si la expresion de
timotestin es por tanto Ag-dependiente. Con el fin de determinar si la expresion de timotestin
es critica para la localizacion de los linfocitos T en 6rganos linfoides secundarios durante la

respuesta inmune, analizamos el efecto de la inmunizacién sobre su expresién por células

CD4" y CD8" del bazo. Para realizar este analisis inmunizamos ratones con el antigeno
Candida albicans (tal como se ejemplifica en el esquema 2), este microorganismo induce la
activacion de linfocitos T en bazo y su inoculacion sucesiva, induce respuestas inmunes
secundarias. Posteriormente los ratones fueron sacrificados para obtener los bazos y mediante
gradientes de ficoll se aislaron las células mononucleares. Los linfocitos T CD4+ y CD8+
fueron subsecuentemente purificados de acuerdo como se deseribié en la seccion de material
y métodos. La expresion de timotestin se analizé mediante northern blot.

INMUNIZACION VIA INTRAPERITONEAL

CON Candida albicans

{ = 7 15dins N\ el =

Ratones N SEGUNDA INMUNIZACION

C57BL/6 l
OBTENCION DEL BAZO

Esquema 2. Protocolo de inmunizacién.
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Tal como se puede comprobar en la figura 6, la expresion de timotestin es
independiente del reto antigénico y ajena al microambiente del bazo. Estos resultados apoyan
nuestra conclusion previa y confirman la relevancia de timotestin durante la diferenciacion

intratimica.

28S

18S

Figura 6. La expresién de timotestin es Ag-independiente. El northern blot

contiene 10 pug de ARN total. La membrana se expusé a un film de rayos X por 72 horas.

ARN total de: 1. CD4™, 2. CD8™. Las bandas ribosomales 28 y 18S se tifieron con bromuro

de etidio como control de carga.
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7.1.3. EXPRESION DE TIMOTESTIN EN TEJIDO REPRODUCTOR

7.1.3.a. Timotestin se expresa selectivamente en tejido testicular.

Anélisis preliminares de distribucién tisular indicaron que timotestin se expresa
predominantemente en el timo y en el tejido testicular (fig 2). En virtud de estos importantes
hallazgos, decidimos realizar estudios mas detallados de ditribucién tisular en diversos
6rganos reproductores desdes etapas embrionarias hasta adultas, incluyendo el tejido
reproductor femenino. Como se puede apreciar en la figura 7, timotestin no se expresa en
gonadas fetales ni tampoco en el ovario, ttero o placenta. Esto sugiere que timotestin se

expresa predominante en el tejido reproductor masculino durante etapas adultas.

1 2 3 4 5 6

Figura 7. Expresion selectiva de timotestin por el tejido testicular. El northern
blot contiene 10 ug ARN total de cada tejido. 1.Génadas fetales, 2.0vario, 3. Utero, 4.
Placenta, 5. Testiculo, 6. Tibulos seminiferos. Las bandas ribosomales se emplearon como

un control de carga.
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7.1.3.b. Timotestin se expresa en células germinales.

En etapas adultas, los espermatozoides maduran en la zona basal-apical de los tibulos
seminiferos, y finalmente son exportados hacia el epididimo. Durante esta etapa de
maduracion las células germinales sufren drasticas alteraciones morfolégicas mediadas por
proteinas del citoesqueleto que favorecen la formacion del flagelo. Todos estos mecanismos
se presentan en etapas adultas (Tsutsui K., 1991; Hitzeman J.W., 1971; Johnson 1., 1995,
Mandal A., et al,, 1999, Tanii L, et al., 1999, Robaire B., et al., 2002). Consistente con esta
nocion, la expresidn abundante de timotestin em el tejido testicular en el raton adulto sugiere

un papel relevante y especifico durante la maduracion de los espermatozoides.

Para confirmar esta prediccion, se llevaron a caba andlisis de hibridacién in situ
utilizando cortes histologicos de testiculo de raton. Como s¢ muestra en la Figura 8a
(flourescencia roja), la expresion de timotestin fue detectada en la regidn basal-apical del
tubulo seminifero, zona histolégica en donde las células germinales se€ encuentran en
diferentes etapas de maduracidn e interaccionando con células de Sertoli. Para determinar
cual es la poblacion celular responsable en la expresidon de timotestin, comparamos ARN
total de testiculo de ratones deficientes del receptor de androgeno (Adr -/-), quienes carecen
de la produccidn de células germinales pero contienen células de Sertoli normales (Gaspar
M.L. et al., 1991), contra el ARN de testiculo de ratones normales. Andlisis mediante
northern blot (Figura 8B) demostraron que el transcrito de timotestin se encuentra totalmente
ausente en tejido testicular Adr-/-, indicando que timotestin es expresado selectivamente por

células germinales.
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Figura 8. Timotestin se expresa selectivamente por espermatozoides. A. Corte

sagital de tibulos seminiferos de ratén adulto C57BL\6, hibridado con la sonda anti-sentido
de timotestin (flourescencia roja en el panel izquierdo), o la sonda control sentido
(flourescencia azul del cromdgeno azul Hoechst 33342, en el panel derecho). La tincién
eosina-hematoxilina del panel central (microscopia de luz visible) se utilizé como control de
integridad tisular. B. Northern blot, con 10 ug de ARN total. 1. Ratén normal C57BL/6, 2.
Ratén deficiente en el receptor del andrégeno (AR-/-). Las bandas ribosomales 18 y 28S

fueron tefiidas con bromuro de etidio, como control de carga.

7.1.3.c. Timotestin se expresa en estadios criticos de la espermatogénesis.
La espermatogénesis en el ratén se incia alrededor de los dias 20-21 post-natales

(Esquema 3). En esta etapa se detecta una gran expresién de proteinas involucradas en la
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maduracién de las células germinales (Deng W., 2002). Para determinar la relevancia de
timotestin durante la espermatogénesis aislamos ARN total de tejido testicular de ratones
CS57BL/6 a edades de 9, 12, 17, 23, 30, 35, 45 y 54 dias, y la expresion de timotestin se
analizé mediante northern blot. El andlisis reveld una expresion de timotestin relevante a
partir del dia 23 (Fig.9), etapa cuando se inicia la espermatogénesis en el ratén, y con un pico
maximo de expresién en el dia 35. Mas atin, tal expresion se mantiene estable hasta el dia 54.

Estos resultados indican que la expresién de timotestin es relevante durante los estadios

criticos de maduraci6n en células germinales.

Zigoteno Diploten
0
0 i’ Leptoteno Pa¢1uiteno | f 30 "is
| 18
I ] )
0 12 14 17 | Espermatides
Espermatogonia Espermatocit i i Crerparen i
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ongadas
I Se(:l.lildlﬂosl
| | I
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Esquema 3. Cronologia de la maduracién de células germinales masculinas
murinas. La linea con los nimeros indica la secuencia de eventos en los primeros 35 dias
post-parto (dpp). Los intervalos de la mitosis, meiosis I, meiosis II y espertamogénesis estan
descritos en la linea inferior. Las espermatogonias colonizan los tibulos seminiferos después
del nacimiento, para madurar a espermatocitos, espermatides y espermatozoides, como se

indica en el esquema (Russell L. et al., 1992). Los nimeros indican los dpp.
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Figura 9. La expresién de timotestin coincide con la espermatogénesis del ratén.
El northern blot contiene 10 ug de ARN total de testiculo de raton C57BL/6. Carriles: | al 8
muestras de ARN total de 9, 12, 17, 23, 30, 35, 45 y 54 dias respectivamente. La membrana
se expusé a un film de rayos X por 72 horas. Las bandas ribosomales 18 y 28S se tifieron con

bromuro de etidio y se utilizaron como control de carga.

7.1.3.d. Regulacién hormonal sobre la expresién de timotestin.

Timotestin es una molécula que se expresa abundantemente durante la
espermatogénesis, lo cual sugiere que su expresion puede estar regulada por hormonas del eje
hipofisiario (Esquema 4). Para investigar esta posibilidad, utilizamos ratones

hipofisectomizados (que carecen de la expresion de timotestin en testiculo) y administramos
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por via subcuténea en la region dorsal del cuello del rat6n, las hormonas luteinizante (LH),
folfculo-estimulante (FSH) y testosterona (T), en acuerdo con lo reportado en la literatura
(Blackshaw A.W., et al. 1970; Neuma L., et al., 1991; Singh J., et al., 1995; Lidsey J.S., et al.
1996). Este experimento se realizé con el fin de determinar cuales son las hormonas que
tienen una influencia positiva sobre la expresién de timotestin. Posterioremente al
tratamiento, los ratones fueron sacrificados y los testiculos fueron procesados para
aislamiento de ARN total. La expresion de timotestin por tejido testicular fue detectada

mediante northern blots.
GLANDULA PITUITARIA

LH FSH

S0

CELULAS DE LEYDIG

TESTOSTERONA

B\

CELULAS DE SERTOLLI
TR -

Esquema 4. Control de la espermatogénesis por hormonas del eje hipofisiario-
testicular. La glandula pituitaria secreta la LH, que actua en las células de Leyding para
promover la produccién y secrecién de testosterona (T). La T actua en las células de Sertolli
y favorece la maduracién de los espermatozoides. La FSH es producida y secretada por la
hipéfisis y actua directamente sobre células de Sertolli. Los ratones hipofisectomizados
carecen de la produccién de las hormonas foliculo estimulante (FSH), hormona luteinizante

(LH) y testosterona (T).
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En la figura 10, se puede apreciar que las hormonas FSH y testosterona no tuvieron
ningun efecto en la expresion de timotestin en ratones hipofisectomizados (carriles 2 y 4
respectivamente, sin embargo la hormona luteinizante (LH) fue la unica hormona que indujo
parcialmente la expresion de timotestin en los testiculos de ratones hipofectomizados,
comparada con el raton hipofisectomizado sin tratamiento (carril 5). Estos datos sugieren que
ademas de la LH, se requieren otros factores (incluyendo citosinas) para iniciar la expresion

de timotestin en testiculo.

Figura 10. La hormona luteinizante favorece la expresion de timotestin en
testiculo. Northern blot con 10 pug de ARN total de testiculo. 1. Raton C57BL/6 de 54 dias (
control normal). Las muestras de ARN de los siguientes carriles corresponden a ratones
hipofisectomizados con administracién de las siguientes hormonas: 2. Hormona foliculo-
estimulante, 3. Hormona luteinizante, 4. Testosterona; 5. Ratén hipofectomizado (control
negativo) y 6. Ratén pseudo-hipofisectomizado (cirugia de craneo sin remover la hip6fisis).

Bandas de ARN ribosomal utilizadas como control de carga.
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7.2. PROPIEDADES ESTRUCTURALES DE LA PROTEINA TIMOTESTIN,

7.2.1. Identificacién de motives que deducen la localizacién subcelular y sugieren
su relevancia funcional.

Timotestin ¢s una nueva molécula descubierta por nuestro laboratorio y reportada
bajo ¢l numero de acceso (Pendiente), en el banco de genes del NCBI. Andlisis pre-
climinares de busquedy en ¢l banco de genes del NCBI, demeostraron que timotestin contiene
un 57% de similitud con dominios de proteinas contractiles de citoesquleto de la familia
gzrina-radixina-moesina (ERM). Para validar y confirmar estas predicciones utilizamos un
nimero mayor de programas analiticos existentes, para localizar dominios estructurales que

sean indicativos de una funcién determinada.

Para determinar estructuras secundarias de la proteina timotestin, utilizamos el
programa CD-search, DART y MacStripe 2.0 (Altschul S.F. et al., 1997; Schaffer A.A., et
al., 1999; Lupas A., et al., 1991; Lupas A., 1996; Pary D.A.D., 1982), mediante estas
analisis detectamos dominios espiral-espiral que abarcan las posiciones de los aminoécidos
632 hasta 889, como sc muestra en la figura 11 (aminodcidos subrayados). Estos dominios se
presentan en un gran nimera de proteinas del citoesqueleto y en ocasiones su funcién esta
regulada mediante mecanismos de fosforilacién. Para determinar la existencia de
amino4cidos con una alta probabilidad de fosforilacidn, utilizamos el programa Netphos
{Blom N., et al., 1999). Mediante este programa analitico identificamos varios amino4cidos
candidatos a fosforilacion, como se muestra en la tabla 1. Estos aminoacidos presentaron un
indice de probabilidad >0.700, este rango indica una probabilidad aceptable de fosforilacion.

Durante este analisis detectamos dos regiones que tienen una alta probabilidad de
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fostorilacion y pueden sugerir motivos funcionales. (i) La secuencia TPPPSKDNA (Fig 11.)
que es rica en prolinas, es indicativa de interaceidn con dominios SH3 presentes en proteinas
tirosinas cinasas (Guappone A.C., &t al., 1997; Hao S, et al., 2002; Susuki-Inoue K., et al.,
2002), lo cual sugiere la activacion patencial de la cinasa y fosforilacién de la serina presente
en timotestin. (ii) El otro sitio identificada en timotestin €3 una tirosina ((MDVYEMKL), que
se localiza a cuatro aminodcidos antes de iniciarse los dominios espiral-espiral (Fig 12). Este
sitio es clave durante la fosforilacién porque puede inducir cambios conformacionales en
estos dominios y activar la funcidn de timotestin. Este tipo de sitios también se encuentran en
las proteinas ERM, que en su estado inactivo se encuentran en forma de herradura, pero al
fosforilar la tirosina cerca de los dominios espiral-espiral induce cambios estructurales que
facilitan 1a unidn a proteinas del citoesqueleto asi como a colas intracitoplasmdticas de

receptores membranales (Tsukita S., et al., 1999; Bretscher A, et al,, 2000).

Continuando con el analisis estructural de timotestin identificamos 2 sitios
transmembranales en la regiéon amino terminal en los aminodcidos 68-84
(ISASLILSIISLLSQLA) y 202-219 (SSLTVVVFALSILSSLTL) (Fig.12) mediante el
programa PSORT (Nakai K., et.al.,1992). Estos mismos datos fucron confirmados por el
programa de proteinas transmembranales TMHMM (Moller S., et al., 2001), situando la

proteina timotestin en la membrana celular.
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Posicién Secuencia consenso Probablidad Aminoécido
432 CGDDSLKMH 0.928 Serina
470 KVADSELCK 0.916 Serina
590 TPPPSKDNA 0.839 Serina
622 DIRISDIMD 0.982 Serina
702 QQLESERAQ 0.830 Serina
732 ILTKSYMEL 0.932 Serina
794 KEVQSQLAD 0.853 Serina
812 KIAKSQEEK 0.992 Serina
839 RKELSRTEQ 0.978 Serina
849 RKELSIKAS 0.994 Serina
854 IKASSLEMH 0.995 Serina
252 DGTLTRKYS 0.700 Treonina
443 KILTTLKCT 0.7i4 Treonina
512 PRLITPLAF 0.710 Treonina
668 RCQRTQAET 0.727 Treonina
743 RNEATEKKN 0.825 Treonina
752 TDLQTTCES 0.710 Treonina
763 KHIETMKKL 0.715 Treonina
628 IMDVYEMKL 0.758 Tirosina

Tabla 1. Amino4cidos de la proteina timotestin con una alta probabilidad de fosforilacién.

Con base et los dominios estructurales identificados, timotestin es una proteina de
membrana celular, que puede asociarse o activar tirosinas cinasas (src, fyn, yes, hik, Ick, lyn,

etc) a través de sus dominios ricos en prolinas (Yu, H., et al., 1994), con la posible capacidad
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de iniciar transduccidn de sefiales, mediante su receptor o ligando, y asi mismo interaccionar

con proteinas contractiles del citoesquleto através de sus dominios O-hélices espiral-espiral

(Ver esquema 3).

1 MDSTACLKELLLSISQOQYKAVRSEANATQLLBHLEVVSGOQRLTRLFTSHQTY

51 LPSECLSCLVELLEDPHIISASLILSIISLLSQLAIIDNETRDCLQNIYRLH

10l SVLSGVVCRSSACHNDSVFLQCIQLLQRLTYNAKFFHSGAHIDDLITFLI

151 GHEVQSSEDELTMPCLGODLANLCRHNLSVOQTQIKTLSRVESFYRTLISFLA

20l H|S SLTVVVFALSILSSLTLINEEVGEKLFHARNIHQTPFQLIFNILINGDGT

51l LTREYXSVDLLMDLLENPEIADYLTRYRBRHFSSCLSQVLGLLNAKDPDSSESK
30l VLELLLAFCAVTYULRHVLSONMMFEQSPSGNILGSRPKSLEFPTAALLRERWLS
BIQPLDGAENCSVYVLULALELFREIFEDVIDTGCGNCSSTOHFVYVTLLLPTILDQLQF
W1 RKREQNLDETLVRNRCERMVEARIEVLLTLCGDDSLEWMHYVEILTTLKCTTLI
451 EQQPTYGRIDLGFGTXKVADSELCRELAADVILETLYTLMNKLRQLVPGNEVS

551 TAANNVYRQOQETEHLPRKMTPQPLNHGFSTSARCLTPPPSEDNAPALNIE

snadavserlngsvcsun

60l DLIEKLQAGVMVEOQISDIRISDIMDVYENKLSTLASKESRLOQDLLEARR

65l LALAQADRLIAQYRCQRTQAETEARTLAGHELREVERRNEELSVLLESQQL

ESERAQNDIEHLPOHSKERLESVAAEHETLTRKSYMELVORNEATEKKNTDL

QTTCESLNRH IETMNRRELNEALKOONERT IAQLIEREEQRREVOSEULADRE
801 CRKLSNLHEIARSQEERLRNVLOQKEREDRKQETIDILRRELSRTEQIRKELSI

351l KASSLEMHKAQLEGRLEERESLLELQOEELNEHSHMIAMIHSLSGGEKISP
301 ETVNLST.

Figura 11. Secuencia de aminodcidos de la prateina timotestin. Los aminodcidos
que forman parte dc los dominios transmembranales se localizan en el recuadro. Los
aminoacidos que constituyen los dominios a-hélice espiral-espiral, estin subrayados. Las

regiones ricas en prolina estan marcados con unz linea punteada.
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Esquema 5. Modelo hipotético de la proteina timotestin en timocitos y células

germinales.

7.2.2. Timotestin es una proteina con una masa molecular de 102 kilo Daltons
(kDa).

La secuencia de aminoacidos de timotestin se dedujo a partir del anélisis del marco de
lectura mediante el uso del programa edit-seq del software dnastar, Con estos resultados se
determind que la proteina timotestin posee una masa molecular de 102 Kda. Para comprobar
el peso molecular de timotestin obtenido mediante el software dnastar, utilizamos un sistema

de producidn de proteinas in vifro que fueron radiomarcadas y analizadas mediante geles de

78



poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE). Los resultados del SDS-
PAGE se muestran en la figura 12A, donde se puede observar que timotestin es una proteina
de 102 Kda, con respecto a los marcadores de peso molecular conocido. El marco de lectura
de timotestin se clon6 en vectores de expresién eucaridtica y el efecto de su expresién
forzada se analiz6 mediante ensayos de transfeccién en lineas celulares. La seleccion de las
lineas celulares que expresan de manera estable a la proteina timotestin recombinante, nos

permitié confirmar la masa molecular de 102 kDa, mediante western blots (fig. 12B).

A. B.

12
220/— 160 —
7 R 105 — -
66— 75 —
30—
353T]

Figura 12. La proteina timotestin tiene una masa molecular de 102 kDa. A.
Autoradiografia de un SDS-PAGE al 7.5%. Los Marcadores de peso molecular se
encuentran a la izquierda del producto de la reaccion de la transcripcion- traduccion in vitro
de timotestin. La proteina fue detectada mediante la incorporacién de metionina *’S y
expuesta a film de rayos-X por 14 horas. B. Andlisis mediante western blot utilizando 30 pg
de proteina total de las lineas c€lulares Jurkat, transfectadas con: 1. Vector-control, 2.
Timotestin-flag. Para la deteccién de la proteina timotestin se utilizé un anticuerpo anti-Flag

conjugado a la peroxidasa de hidrogeno.
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7.3. CONFIRMACION DE QUE TIMOTESTIN SE LOCALIZA EN LA
MEMBRANA CELULAR.

Andlisis de prediccidn estructural revelaron que la proteina timotestin posece dos
tegiones de aminodcidos con alto indice hidrofobico, caracteristica de moléculas d¢
membrana celular. Para corroborar esta prediccién y determinar la localizacién subcelular in
situ, fusionamos timotestin con la proteina verde fluorescente (GFP) y realizamos
transfecciones en la linea celular humana de origen eritroide K562. Una vez establecidas las
lincas celulares K562 que expresan permanentemente la proteina Timotestin-GFP
recombinante, s¢ realizd un andlisis mediante microscopia de flourescencia. Como control
interno de expresién membranal se utilizd la co-localizacién del receptor CD43 especifica de
la célula KS62. La figura [3C identifica la expresion concomitante de timotestin y de [a
molécula CD43 sobre la membrana celular. Ademas se puede apreciar que timotestin
presenta un patrén polar, caracteristico de proteinas involucradas en transduccién de sefiales
que se localizan en microdominios de lipidos (Anderson R.G., et al., 2002; Zajchowski L.D.,
et al., 2002; Matko J., et al., 2002). Contrastando con la selectiva localizacion membranal de

timotestin, la expresidn de la proteina GFP se localiza ubiqua en toda la célula (Fig.14).
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Figura 13. Timotestin se localiza en la membrana de las células K562. A. Anilisis
de localizacién subcelular de timotestin-GFP, mediante microscopia de flourescencia. B.
Identificacién del marcador de superficie CD43 mediante flourescencia roja-Alexa-flour 594.

C. Sobrelapamiento de la imagenes A y B. Las imagenes fueron procesadas mediante el

programa adobe photoshop 5.5.

Figura 14. Anilisis de expresion de la proteina GFP en células K562. A. Analisis

celular mediante microscopia de contraste de fases B. Anadlisis de localizacién subcelular del
vector-GFP, mediante microscopia de flourescencia. C. Sobrelapamiento de la imagenes A y

B. Las imagenes fueron procesadas mediante el programa adobe photoshop 5.5.
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7.4. LA FUNCION DE TIMOTESTIN
7.4.1 Timotestin activa la proteina tirosina cinasa pp60 c-sre.

Con base en su localizacién subcelular y a las propiedades fisicoquimicas de la
proteina timotestin, postulamos que timotestin podria interaccionar con proteinas cinasas.
Para validar esta hipétesis, se establecio la linea celular (Jurkat [Humana]) que sobrexpresé
la proteina recombinante timotestin fusionada con un péptido flag, con sus respectivos
vectores control. Para determinar si timotestin tiene la capacidad de activar o inducir la

fosforilacion de cinasas utilizamos un tamizaje de cinasas comercial (Esquema 6).

LISIS CELULAR (1 X 10°) [ Triton X-100 1% + buffer de fosforilacion]

JURKAT /FLAG
JURKAT / TIMOTESTIN-FLAG

v

LAS MEMBRANAS SE INCUBAN CON LOS
LISADOS CELULARES DE:

Peptidos fijados en la

memhrana

Esquema 6. Tamizaje comercial para proteinas cinasas. Las membranas de
nitrocelulosa Phosphospot contienen 20 sustratos especificos (fijados en la membrana de
nitrocelulosa) para 16 proteinas cinasas, solamente las enzimas en estado activo son capaces
de transferir y *2P hacia el sustrato y su deteccién se realiza mediante autoradiografia de

rayos X.
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Para el anilisis de fosforilacion se utilizaron lisados celulares de las lineas celulares
Jurkat que sobrexpresan el vector control (flag) y timotestin-Flag recombiante (Fig 12B) y se
incubaron con el buffer de fosforilacién de acuerdo al protocolo descrito en la seccién de
material y métodos. La figura 15 demuestra que timotesin tiene la capacidad de inducir

exclusivamente la actividad catalitica de la caseina cinasa Il y la tirosina cinasa pp60 c-src.

A.a..‘AA“' *..

B [ lvle . r@e. .. -

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 1415 16 17 18 19 20

Figura 15. Timotestin activa la caseina cinasa Il y la proteina tirosina cinasa c-
Src. Las membranas de nitrocelulosa se incubaron con extractos proteicos de la linea celular
Jurkat-vector (A) y Jurkat Timotestin (B). La reaccién de fosforilacion se detecté mediante
autoradiografia de rayos X. Los nimero indican los sustratos especificos para las proteinas
cinasas: 1. Proteina cinasa dependiente de cAMP; 2. Proteina cinasa dependiente de cGMP; 3
y 4. Proteina cinasa C; 5 y 6. Proteina cinasa dependiente de calcio; 7. Caseina cinasa II; 8.
Proteina cinasa cdc2; 9. Proteina cinasa cdc2-p34; 10, 11 y 12. Proteina cinasa MAP
p42/p44; 13. Caseina cinasa I; 14. Proteina cinasa S6; 15. Proteina cinasa de la cadena ligera
de miosina; 16. Proteina tirosina cinasa del receptor de la insulina; 17. Proteina tirosina
cinasa Csk; 18. Proteina cinasa Raf-1; 19. Proteina tirosina cinasa Abl; 20. Proteina tirosina

cinasa pp60 c-src.

Los resultados del tamizaje de fosforilaciéon indican que la proteina tirosina cinasa
pp60 c-src es un candidato idéneo para interaccionar con timotestin por varias razones: 1)

pertenece a la familia de tirosinas cinasas Src, que son importantes en los procesos de
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maduracion tanto en el sistema inmune, como en ¢l reproductor (Gares S.L., et al., 1999;
Komovski B.S., et al, 1994; Lacy H., et al., 2001), 2) se localiza en membrana celular
(Rodgers W., 2002), 3) tiene la propiedad de activar proteinas contrictiles cuando se
transloca al citoesqueleto (Sai X., et al., 1999), y 4) su activacion esta implicada en la
migracién celular (Hall C.L., et al. 1996; Liu J., et al., 1999). Con base en estas
caracteristicas funcionales nuestros experimentos se enfocaron especificamente sobre la

tirosina cinasa pp60 c-src (Ver esquema 7).

Go,aa.eaae‘.‘...oo..c...
|
P 0 O 9% 29 %9 e a9 et et e 200000 8 0 0000 a8t e

LA TIROSINA CINASA pp60 c-Sre:

ES UNA CINASA ASOCIADA A MEMBRANA
CELULAR

ESTA INVOLUCRADA EN LOS PROCESOS DE
MIGRACION CELULAR.

CUANDO SE ENCUENTRA ACTIVA, ES TRANSLOCADA HACIA EL
CITOESQUELETO, PARA ACTIVAR LA POLIMERIZACION DE F-
ACTINA.

=)
ACTIVA EL COMPLEJO DE PROTEINAS CINASAS DE ADHESIO @ 416 (CINASA ACTIVA)
FOCAL (FAK).

SE EXPRESA EXCLUSIVAMENTE EN TIMOCITOS

DURANTE LA MADURACION INTRATIMICA 527 (CINASA INACTIVA)

SE EXPRESA DURANTE LA ESPERMATOGENESIS.

DOMINIO
CINASA

Esquema 7. Representacion grifica de la proteina tirosina cinasa pp60 c-src y sus
principales caracteristicas fisicoquimicas y biolégicas. Los nimeros colocados en la
tirosina (Y), representan la posicién de los aminoécidos. La fosforilacién en la tirosina 527 y

416 indican un estado inactivo y activo respectivamente de la cinasa c-src.



Para validar los resultados de| tamizaje de ¢inasas, analizamos la expresién de la
tirosina cinasa c-sr¢ a nivel proteico en las clonas Jurkat. El andlisis mediante wesleru blot
(Fig 164A), detectd a la proteina ¢-src con un peso molecular de 60 kDa, cuyos niveles de
expresion son semejantes tanto en la linea Jurkat control como la que expresa establemente
timotestin-flag. Durante el anélisis de western blot utilizamos un anticuerpo que reconoce un
epitope entre los aminoacidos 89-169 de la proteina pp60 c-sec, por lo que no se puede
diferenciar la forma fosforilada de c-src localizadas en las tirosinas 416 y 527. Para analizar
la actividad catalitica de la ¢inasa pp60 c-src, ensayos de immunoprecipitacion de complejos
cinasas demostraron que timotestin promueve efectivamente la fosforilacion de pp6Q c-src
(I'ig. 16B). La intensidad de seiial radiactiva corresponde & la capacidad enzimética (estado
activo) de la cinasa pp60 c-src, para fosforilar el substrato proteico. Estos resultados
demuestran la propiedad de timotestin para activar especificamente la proteina tirosina cinasa

pp60 c-sre.
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Figura 16. Andlisis de expresion y fosforilacion de la proteina tirosina pp60 c-
Src. A. Andlisis de western blot con 30 pug de extractos proteicos, B. Ensayo de
inmunoprecipitaciéon de complejos cinasas, la reaccién se detecté mediante autoradiografia
de rayos X, con un tiempo de exposicién de 18 horas. Para cada uno de los ensayos se
utilizaron las clonas celulares Jurkat vector control y Timotestin-flag, que representan los

carriles 1y 2 respectivamente.

7.4.2. Timotestin se co-localiza e interacciona con la proteina tirosina cinasa pp60 c-src
en la superficie de linfocitos T.

Timotestin es una proteina de membrana celular que tiene la funcién de activar
directa o indirectamente la proteina cinasa c-src. Andlisis de la secuencia de aminoécidos de
timotestin demostraron la presencia de regiones ricas en prolina, los cuales favorecen las

interacciones con las regiones SH3 de las tirosinas cinasas (Lau A.F., et.al. 1996). Esto indica
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que timotestin y c-src pueden asociarse fisicamente como se aprecia en el modelo hipotético

del esquema 8.

TIROSINA CINASA
TIMOTESTIN e g

LI LR D L L O D R R I N M R X N o O 2 L I X M e

D
C R L I E B R L R L R 0 B E B B O L N DU LU UL D O B R LR B U L R

REGIONES RICAS ’ A
EN PROLINA

COOH FOSFORILACION DE
LA TIROSINA 416

Esquema 8. Modelo hipotético de interaccién entre la proteina timotestin y la

tirosina cinasa pp60 ¢-sre.

Con base en nuestra hipotesis realizamos ensayos de inmunoprecipitaciéon para
determinar el tipo de interaccion entre timotestin y pp60 c-src. Estos andlisis revelaron que la
proteina cinasa c-src esta asociada al complejo inmune precipitado con el anticuerpo anti-
Flag, como se observa en la figura 17 demostrando la asociacién directa o indirectamente

entre timotestin y la cinasa c-src.
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anti-Flag

@8 anti- pp60 c-src

Figura 17. Timotestin y la proteina tirosina cinasa pp60 ¢-src, interaccionan
fisicamente. 1.5 mg de extractos proteicos de las lineas celulares Jurkat Flag (Carril 1) y
Jurkat Timotestin (Carril 2) fueron inmunoprecipitadas con anticuerpos anti-flag M2
conjugado a perlas de agarosa. Inmediatamente después de la inmunoprecipitacion, los
complejos proteicos fueron analizados por western blot utilizando anticuerpos anti-flag o

anti-pp60 sre respectivamente.

Durante los ensayos de inmunoprecipitaciones las proteinas se encuentran en
suspension y no compartimentalizadas como a nivel subcelular, lo cual favorece
interacciones que en condiciones nativas no ocurren. Para determinar si la asociacidn
subcelular de timatestin y pp50 ¢-src ocurre en células intactas, realizamos andlisis de co-
localizacion en la linea celular Jurkat que expresa timotestin-flag recombinante. Para este
ensayo se utilizaron los anticuerpos anti-flag (flourescencia roja) y anti-sre (fluorescencia
verde, Alexaflour 488). Como se puede apreciar en la fig 18b, se confirmé la distribucion
polar de la proteina timotestin recombinante en la superficie celular (flourescencia roja). Asi
mismo se detecté y colocalizo la pratefna pp60 c-src en forma polar con la proteina

timotestin (fig. 18d). Estos resultados demuestran que la distribucién polar de timotestin
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facilita la interaccion e induce una eficiente activacién de la proteina tirosina cinasa de pp60

c-sre, que pudiera facilitar la translocacion hacia el citoesqueleto.

Figura 18. Timotestin y la proteina pp60 c-src se localizan en forma polar en la

membrana de la linea celular Jurkat que expresa de manera estable la proteina
recombinante. Analisis de co-localizacion mediante microscopia de fluorescencia, con una
amplificacion 40X. A. Tincion nuclear con Hoechst 33342 (flourescencia azul). B.
Localizacion de timotestin-flag (fluorescencia roja), mediante el anticuerpo anti-flag M2
conjugado con el croméforo Cy3, C. Identificacién de la proteina c-src (flourescencia verde),
D. Las imagenes B y C superimpuestas donde la fluorescencia rosa demuestra la co-

localizacién de timotestin con pp60 c-src en la membrana celular.
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7.4.3. Timotestin induce la translocacién de pp60 c-src hacia el citoesqueleto.

La migracién celular esta mediada por sefiales extracelulares, que activan proteinas de
membrana (timotestin) e inducen la fosturilacién de proteinas cinasas, entre estas la proteina
pp60 c-sic ¢s activada y translocada hacia ¢l citoesqueleto para activar la contractina e
inducir la polimerizacién de filamentos de actina. Estos procesos moleculares en conjunto
ocurren durante los procesos de migracion celular (Arthur W.T., et al., 2000; Bourguignon

L.Y.W.,, etal, 2001).

Con el fin de determinar si timotestin ¢s capaz de activar y promover la translocacion
de la tirosina cinasa pp60 ¢-src hacia el citoesqueleto, aislamos las fracciones citosolicas y
del citoesqueleto de las células transfectadas Jurkat. Como se pucde corroborrar en la fig. 19,
analisis de western blot demostrd que timotestin induce la translocacion de la proteina ¢c-src
hacia el citoesqueleto. Estos resultados confirman que la proteina timotestin tiene las
propiedades de interaccionar, activar € inducir la translocacion de la proteina tirosina cinasa
pp60 c-src en una forma que es congruente con las funciones contractiles involucradas en la

migracion celular.
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Figura 19, Timotestin induce la translocacién de Ia proteina cinasa c-src hacia ¢l
citoesqueleto. Analisis mediante western blot de las fracciones proteicas del citosol (Carril 1
y 2) y citoesqueleto (Carril 3 y 4 ). Extractos proteicos de las lineas celulares Jurkat-Vector
(Carril 1 y 3) y Jurkat-timotestin (Carril 2 y 4). Para la deteccidn de la proteina pp60 c-src se

utilizo el anticuerpo anti-src clona GD11 (Upstate, Lake Placid, N.Y., USA).
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8. DISCUSION

Relevancia de la expresién de timotestin durante el desarrollo embrionario.

En la embriogénesis, la migracién cclular esta mediada por sefiales extracelulres, que
a la vez regulan la actividad catalitica de las proteinas cinasas involucradas en la activacion
de citoesqueleto, necesaria para la migracion de precursores celulares (Linask, K., et al.,
1986; Imamoto, A, et al., 1993). En este mismo contexto, 1a deteccidn de timotestin a los 1.5
dpc (morula segmentada de 8 células: EST con niamero de acceso AUQL8569) y 3.5 dpe en
células totipotenciales localizadas en la red celular formada por los blastocistos, sugieren que
la expresion de timotestin puede jugar un papel importante en la activacion de proteinas
cinasas involucradas en la morfologia celular que favorecen la implantacién del blastocisto
en la matriz. Mutaciones en el gene de timotestin podria afectar la implantacién, o producir

defectos en la formacién de las capas embrionarias (ectodermo-mesodermo-endodermo).

En el estadio embrionario 10.5 dpc, los precursores celulares del saco vitelino, migran
hacia higada, timo, aorta-gonada-mesonefros para iniciar la formacién de los 6rganos
hematapoyéticos, linfoides y reproductores (Migliaccio G. et al., 1986; Gostendarp R. A, et
al., 2002). En completo acuerdo con su relevancia durante el desarrollo embrionario y
maduracidn poslerior al nacimiento, timotestin se expresa abundantemente en ¢l saco vitelino
(9-15 dpc), timo fetal (11 dpc) y en etapas adultas s¢ expresa selectivamente en timogitos y
en células germinales. Estos datos sugieren que timatestin se expresa en las células claves
tanto para el desarrollo del sistema inmune como del reproductor, donde la migracién celular

es fundamental.
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TESTICULO PATRON DE -

MIGRACION
ZONA BASAL

ZONA APICA

Esquema 9. Timotestin representa un vinculo de unién entre dos fisiologias

distintas mediante un mecanismo comiin: migracion asociada a maduracién celular.

Timo.

En etapas post-parto, los pro-timocitos recirculan y proliferan en la region

subcapsular de la corteza del timo, para posteriormente migrar hacia la regién corti-medular
como timocitos doble positivos (CD4+CD8+; esquema 9). Finalmente los timocitos

seleccionados como CD4+ y CD8+ se concentran en la médula del timo, para ser exportados
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a organos linfoides secundarios. La movilizacion de estas subpoblaciones celulares, por
diferentes regiones histolégicas del timo, se encuentran altamente reguladas por el
microambiente y por la expresion de receptores membranales en los timocitos. También se ha
reportado que la proteina tirosina cinasa c-src, se expresa selectivamente en timocitos durante
la maduracién intratimica (Branch D.R. et al., 1995), y participa en los mecanismos de
migracion celular de los timocitos. En apoyo en estos datos, timotestin es una proteina de
membrana celular que se expresa d¢ manera predominante en células seleccionadas CD4+ y
CD8+ en transito a la médula timica. Estos datos sugieren que timaotestin y pp60c-src, pueden
itervenir en los procesos de migracidn y exportacién de los timocitos hacia la periféria. La
exclusiva expresion de timotestin y pp6U c-sie, junto con su correlativa ausencia en linfocitos

T de bazo, conlirman su predomiante fisiologia durante la maduracion intratimica.

Tejido reproductor.

La maduracidn de los 6rganos sexuales se presenta en etapas post-parto, y se
encucntran reguladas por las hormonas del eje hipotilamo-hipofisiario (Achermann J.C., et
al., 1999). En la maduracion del tejido testicular murino, se puede observar un incremento en
su masa tisular debido a la abundante y continua preduccion de espermatozoides (Esquema
9). En cambio los tejido reproductores de la hembra (murina), estan bajo diferente
maduracion hormonal y el mimerc de oocitos produccidos en cada ciclo de ovulacidn es
menor, comparado con la alta produccién de espermatozoides en testiculo (Erickson G.F., et
al. 2000, y Eppig 1.1., 2001). En este sentido, la correlacion inversa en la expresidn de
timotestin entre tejidos reproductores masculinos y femeninos, pueden estar

proparcionalmente asociados al nimero de células y a la restriccion de los distintos ciclos



celulares (Timmos P.M., et al., 2002). Este argumento se sostiene, debido a que
recientemente identificamos un ¢cDNA con una homologia del 95 % en una biblioteca de
cocitos murinos, Andlisis mediante RT-PCR tiempo real, hibridacion in sitw,
inmunofluorescencia podrin determinar si existe una expresion relevante de timotestin en

células germinales femeninas.

El usa de ratones con mutaciones de origen natural, especificamente en proteinas
involucradas en la maduracién del tejido reproductor, han sido de gran utilidad para entender
los mecanismos de maduracién ¢n células germinales. Los ratones deficientes en el receptor
del andrdgeno (AR), poseen una mutacion nucleotidica que provoca una alteracion en el
marco del lectura del receptor, trayendo como consecuencia la produccion de una proteina
prematura no funcional. Los ratones deficientes en €] AR, carecen de la produccion de
espermatozoides pero contienen poblaciones normales de células de Sertoli en los tibulos
seminiferos (Gaspar, M.L. et al., 1991; Kuroda H., et al. 1989). Mediante el uso de estos
ratones y andlisis de hibridacién in sieu hemos confirmado que timatestin se expresa

exclusivamente en las células germinales del tibulo seminifero en testiculo.

En los tubulos seminiferos se lleva acabo la espermatogénesis que se inicia en etapas
post-parto alrededor de los dias 21-23 y cuyo pico de maduracién se detecta en el dia 35.
Duraute esta etapa existe un alta proliferacion y maduracién celular en los tibulos
seminiferos, que se encuentran bajo la regulacion de sefiales extracelulares (hormonas,
citosinas) que sou transducidas por proteinas cinasas. La tirosina cinasa pp6( c-sic, se

expresa exlusivamente durante la espermatogénesis (Nishio H.,, et al. 1995; Chapin R. E,, et

95



al. 2001), lo cual sugiere una funcién relevante en los mecanismos de maduracién. El
hallazgo de que timotestin se expresa en el pico de la espermatogénesis del ratén y la
demostracién de su capacidad de asociarse y de activar a la cinasa pp60 c-src, apoyan
fuertemente la hipdtesis de que timotestin esta involucrado en la regulacion de proteinas del
citoesqueleto que favorecen los cambios morfoldgicos que conducen a la motilidad y
migracion del espermatozoide. En conjunto estos datos confirman que timotestin se expresa

en lay células claves involucradas tanto en la reproduccidn como en la inmunidad.

Procesamiento o estabilidad del ARNm.

La diferencia en el peso molecular de los transcritos de origen testicular (células
haploides), comparada con células somaticas ha sido un enigma, sin embargo estudios
indican que las células haploides expresan diferente maquinatia de poliadenilacion
comparada con células somaticas (Walker W.H. et.al,, 1999; Dass B., et.al.,, 2001). También
existen otros factores que pueden influir en la talla 0 estabilidad del ARNm, que se localizan
predominantemente en la regién no traducible 3’ (3’UTR) del ARNm, como son los sitios
alternativos de poliadenilacion (AAUAAA) o las secuencias ricas en adenina y uracilo
(AUUUA) respectivaments, Las secuencias AAUAAA y AU se deteclan principalmente en
ARNm que producen proteinas invelucradas en la diferenciacion y proliferacion celular, que
Jjuegan un papel critico durante las etapas de maduracion (Chyi-Ying A. et al, 1995). Con
base a estas observaciones, hemos identificado recientemente regiones ricas cn AU y sitios
alternativos de poliadenilacién en la regién 3’UTR del gene timotestin murino y humanao,
Estos datos apoyan la conclusion de que la diferencia del transcrito de timotestin que se

expresa en los timocitos y las células germinales se localiza en la regién 3’UTR. Cabe



mencionar que s¢ aislaron clonaron y secuenciaron los transcritos presentes en testiculo,
timo, bazo y nodulos linfaticos, todos presentaron el mismo marco de lectura. Estos datos

confirman nuestra previa conclusion.

Siguificade de ia estructura y conformaciéa molecular.

Timotestin €s una nueva molécula que presenta dominos conservados de la familia
ezrina-radixina-moesina (ERM), tal y como fu¢ determinado por busqueda del programa
analitico BLAST-P (National Center of Biotechnology Information). Las proteinas ERM
contienen un dominio denominado la banda 4.1, que tiene la propiedad de interaccionar con
colas intracitoplasmaticas de proteinas de superficie (CD43, CD44, ICAM-1,-2,-3), para
distribuir receptores durante eventos de polarizacion celular (Lankes W.T. et al. 1991;
Tsukita S.A., et al., 1994; Semmador J. M., et al., 1997; Legg JW., et al,, 1998; Yonemura S.,
et al. 1998). Consistente can este motivo funcional, timotestin prensenta un 57% de similitud
a nivel de la proteina que comprende una secuencia de 199 aminodcidos localizados en la
region carboxilo terminal de la proteina timotestin. Esto indica que timotestin tiene la
capacidad de interaccionar con algunos receptores de membrana durante los mecanismos de
adhesidn-polarizacion celular. Para comprobar esta hipdtesis, serd necesario realizar ensayos
de inmunoprecipitacion y mediante analisis de western blot comprobar la interaccon

proteina-proteina.

Las estructuras secundarias o—hélice espiral-espiral, se presentan principalmente en

proteinas del citoesqueleto (filamentos intermadiarios, caldesmon, miosina, etc.), estos

dominios favorecen la interaccidn proteina-proteina. Con base en estas caracteristicas
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moleculares, timotestin posee una similitud del 27% con estos dominios, lo cual sugiere que
timotestin es una proteina que puede unirse a proteinas del citoesqueleto y formar un puente

de unidn con receptores membranales, durante los mevanismos de polarizacion celular.

La proteina de superficie celular C[43, posee una regidn intracitoplasmatica que
interacciona con el dominio 4.1 de las proteinas ERM durante los mecanismos de
polarizacion celular (Allenspach E.J., ct al., 2001). La colocalizacion polar de timotestin con
CD43 y la correlativa similitud en los respectivos dominios, sugiere una colaboracién
molecular de estas proteinas en la adhesion y migracion celular. Anidlisis de
inmunoprecipitacion podran confirmar estas predicciones. Estas abservaciones también
sugieren que timotestin puede activar mecanismos de polarizacidén, mediante la formacion de
complejos proteicos en microdominios glicolipidicos (GEM) de la membrana celular y de
esta forma regular seiales intracelulares mediante la activacion de cascadas de fosforilacidn

en timocitos y células germinales.

Relevancia Funcional

El descubrimiento de timotestin y su capacidad de inducir adhesién-polarizacidn-
migracién asociados a maduracién celular, justifica su temprana deteccién durante etapas
embrionarias. Congruente con estas observaciones, entre los dias 11-11.5 dpc ocurre la
primera onda de colonizacion del timo, que es invadido por precursores linfoides que
provienen del saco vitelino y a los 15 dpc comienza la maduracién de timocitos en timo fetal.
Consistente con estos antecedentes el pico de expresidon de tmotestin coincide a los 11 dpc y

s¢ mantiene hasta el 17 dpc, esto indica que tdmotestin es una proteina involucrada en los
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mecanismos de motilidad celular para los precursores timicos y ademés puede estar
involucrado en los procesos de maduracién y formacién del timo fetal. Por otro lado, en las
génadas fetales en estas mismas etapas las células germinales primordiales migran del saco
vitelino y se establecen en los bordes genitales. Estos hechos indican que timotestin es una
molécula vital para la mobilizacién tanto de células progenitoras del sistema inmune como

reproductor, durante etapas embrionarias asi como en adultas (Esquema 10).

A los 7.5 dpe se
detecta:

Esquema 10. Representacion grifica de los eventos de migracién y maduracion
de los 6rganos linfoides y reproductores durante la embriogénesis. Las células
primordiales germinales colonizan en el saco vitelino en etapas muy tempranas de la
embriogénesis, para posteriormente migrar hacia los bordes germinales y favorecer la
formacién de las génadas fetales. Asi mismo los precursores hematopoyéticos que dan origen
a los linfocitos T, se localizan en saco vitelino para después migrar e invadir el arco faringeo
para favorecer la formacién del timo. Estos eventos de migracién asociados a maduracién

tisular estan regulados por activacién de tirosinas cinasas.

En etapas adultas, los modelos mas representativos con mecanismos de migracién
asociados a maduracién celular son el timo y el tejido testicular. En el presente trabajo

descubrimos una nueva molécula denominada timotestin, que es el vinculo de unién entre el



tejida reproductor y linfoide mediante un mecanismo comin. Tanto en el timo como en el
tejido testicular, los timocitos y células germinales reciben seiiales extracelulares (citosinas,
hormonas), para ser polarizados y migrar hacia ia zona apical (testiculo) o medular (timo).
Ademas estas células maduran mediante interaccidn célula-célula que proveen seiiales de
sobrevida (células nodrizas, dendriticas, de Sertolli) para resistir 10s mecanismos de
apoptosis presentes en ambos tejidos. Durante estos procesos los timocitos y células
germinales sufren alteraciones citoesqueléticas que se encuentran ambas altamente reguladas

por eventos de fosforilacién.

Durante la maduracién intratimica la tirosina cinasa c-src, es translocada hacia el
citoesqueleta para activar la contractina e inducir la polimerizacién de la F-actina y formar
emisiones de filopodia y lamelopodia. Ademis, la cinasa c-src activa miembros del complejo
de adhesidén focal (FAK), como son la paxilina, vinculina, pl130 Cas, para favorecer los
mecanismos de adhesién y polarizacién de los timocitos (Guan J.L., 1997; Kaaner S.B., et
al., 1999; Schlaepfer D.D., et al., 1997 y 1999). En conjunto los mecanismo de fosforilacidn

mediante tirosinas cinasas son requeridos para la maduracién intratimica.

En el caso de los espermatozoides, existen otras protcinas del citoesqueleto que
favorecen la motilidad de los espermatozoides, como son la FS3Y, Stap, Spagd y Spag5 que
propercionan nigidez a los filamentos de tubulina que contituyen ¢l flagelo. Estas proteinas
estan altamente reguladas por tirosinas cinasas al igual la proteinas de los timocitos. La

abundante expresién e interaccién molecular entre la tirosina cinasa pp60 ¢-src y timotestin
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durante la espermatogenesis, al igual que ocurre durante la maduracién intratfmica, indican

que timotestin activa y regula protefnas del citoesqueleto en las células germinales.

Asi mismo, tanto ea los timocitos como en las células germinales, proponemos que
timotestin activa en forma polar a la tirgsina cinasa pp60 c-src e induce su translocacién
hacia el citoesqueleto para activar los mecanismos de polimerizacién de actina y tubulina,
para favorecer los mecanismos de adhesidn-polarizacién y migracion celular, asociados a
diferenciacién y maduracion celular, En este mismo ¢ontexto, proponemos que la cinasa c-
sr¢ activada por timotestin puede activar miembros de la cinasa de adhesién focal (FAK) y
formar complejos prateicos con p130 Cas, vinculina, talina y paxilina. En conjunto estas
interacciones pueden activar la cascada de fosforilacibn MAPK/ERK, contituida por
protcinas G, sos, Ras, Raf, MEK y ERKs (Timpson P., et al., 2001; Wehrle-Haller B., et al.,
2002). Por lo tanto proponemos que la protefna timotestin es una molécula tigQ arriba, que
puede regular la via MAPK/ERK, durante los mecanismos de migracion asociados con la

maduracidn intratimica y testicular (Esquema L1).

En resumen proponemos que la expresidn de timotestin, favorece los mecanismos de
exportacidn de los timocitos hacia a la periferia (bazo, nodulos linféticos) para brindar
inmunidad, y por otro lado facilita la movilizacién de las ¢élulas germinales hacia el
epididimo para ser capacitadas y exportadas para la fecundacién. Timotestin por lo tanto,
representa un mecanismo comin programado por Ja paturaleza para garantizar la efectividad

de dos funcuiones criticas: inmunidad y reproduccién
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9. CONCLUSIONES

Timotestin es una nueva molécula de descubierta en nuestro laboratorio.

Timotestin se expresa selectivamente en las cuatro subpoblaciones de timogitos
(timo) durante su maduracion en timo, esta expresion esta ausente en linfocitos T de

bazo.

. Timotestin juega un papel critico y predominante durante la diferenciacidn

intratimica.

Timotestin se expresa selectivamente en las células germinales al dia 23 post-parto,

etapa cuando se inica la espermatogénesis en testiculo de ratén.

. Timotestin es relevante en los procesos de migracién celular en tejidos

hematopoyéticos durante etapas embrionarias.

La hormona luteinizante favorece la expresion de timotestin en testiculo.

Timotestin es una proteina de membrana celular con un peso molecular de 102 kDa, y
ademas contiene una similitud significativa con proteinas de la familia Ezrina-

Radixina-Moesina.

Timotestin induce la activacion de la caseina cinasa Il y de la proteina tirosina cinasa

pp60Q c-sre.

. Timotestin y pp60 c-src se colocalizan en linfocitos T polarizados e intraccionan

fisicamente a nivel gelular,

10. Timotestin induce la translocacion de pp60 c-src hacia el citoesqueleto.
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10. ESTUDIOS FUTUROS

. Generar ratones deficientes en la expresién de timotestin, para validar los estudios in

vitro.

Determinar los dominios funcionales de la proteina timotestin, mediante la

generacion de mutantes dominantes negativas.

. Realizar ensayos de cinasas con otros miembros de la familia tirosina cinasas Src

(fyn, hek, yes, Ick, syc, lyn) y tamizaje de intraccion proteina-proteina.

Determinar la existencia de un ligando o receptor de la proteina timotestin

. Analizar la asociacidn y efecto de timotestin en microdominios ricos en lipidos y

glicoproteinas en Timocitos.

Realizar estudios de microscapia tiempo real en timocitos, activados o inmovilizados

mediante el uso de anticuerpos contra la proteina timotestin.

Determinar ¢l efecto de tunotestin en el ciclo celular,

. Caracterizar la regién promotora del gene timotestin, para determinar los elementos-

cis requeridos para la expresion de timotestin tanto en linfocitos como en

espermatozoides.

. Correlacionar el estado activo del oncogene v-src en cancer, con la expresion de

timotestin,

10. Determinar la relevancia fisiolégica de la activacion de la caseina cinasa TI, mediada

por timotestin en timocitos y espermatozoides.
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