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7-AAD: 7-Aminoactinomicina D

Ac: Anticuerpo.

ADNc: Acido desoxirribonucleico copia.

Akt = PKB (Protein Kinase B): Proteina quinasa B.

APC: Aloficocianina.

ARE (antioxidant-responsive element): Elemento de respuesta a antioxidantes.
BFU-E (Burst forming unit erytrhoid): Unidades explosivas formadoras de eritrocitos.

BFU-MK (Burst forming unit megakaryocyte): Unidades explosivas formadoras de
megacariocitos.

BSA: Seroalbumina Bovina.

Células HEK293 (human embryonic kidney 293 cells): Linea celular obtenida a partir de
células tumorales de rifidbn embrionario humano.

CFU-MK (Colony-Forming Unit Megakaryocytes): Unidades formadoras de megacariocitos.
CMEP: Progenitor eritro-mieloide coman.

CML: Leucemia mielogénica crénica.

CMLP: Progenitor linfo-mieloide comun.

CMP (Common Myeloid Progenitor): Progenitor mieloide comun.

CLP (Common Lymphoid progenitor): Progenitor linfoide comun.

CSF-1 (Colony Stimulating Factor): Factor estimulador de colonias.

DMEM (Dubelcco’s Modified Eagle’s Medium): Medio de Eagle modificado por Dulbeco.
DMSO: Dimetilsulfoxido.

dH,O: Agua ultrapura.

dNTPs (deoxyribonucleoside triphosphate): desoxirribonucleésidos trifosfato.

DAG: Diacilglicerol

Dominio FERM (Four point one/Ezrin/Radixin/Moesin): Dominio homélogo a las proteinas
Ezrina, Radixina y Moesina.

Dominio KIND (Kinase non catalitic C-lobe domain): Dominio no catalitico homdlogo a los
dominios kinasa.

Dominio PEST: Secuencia rica en aminoacidos prolina, glutamato, serina y treonina.

Dominio PDZ (PSD-95/Drosophila disc large/Zonula occludens): Dominio homélogo a los de
la proteina PSD-95 de Drossophila, originalmente identificado como regiones repetitivas de
homologia entre el producto del supresor génico tumoral dgl Drosophila y la proteina
singptica PSD-95.

23


http://www.everythingbio.com/glos/definition.php?ID=826

Dominio SH2 (Src homology 2 domain): Dominios homaologos al dominio 2 de la proteina Src.
DPI: difenil iodonium.

DTT: Ditiotreitol.

EDTA (Ethylenediaminetetraacetic acid): Acido etilendiaminotetraacético.

EPOQO: Eritropoyetina.

ERK (Extracellular-signal-regulated kinase): Quinasa reguladas por sefiales extracelulares.
FBS: Suero Fetal Bovino.

FLT3 (FMS-like tyrosine kinase 3 ligand): Ligando de la Tirosina quinasa 3 de higado fetal.
FOG-1 (Friend of GATA-1): Proteina que actiia como un cofactor de GATA-1.

FOXOs (Forkhead O Transcription Factors): Factores de transcripcion de la familia “Forkhead
0.

G-CSF (Granulocyte Colony Stimulating Factor): Factor estimulador de colonias de
granulocitos.

GFP (Green Fluorescence Protein): Proteina verde fluorencente.

GM-CSF (Granulocyte-Macrophage Colony Stimulating Factor): Factor estimulador de
colonias de granulocitos y macrofagos.

GMLP: Progenitor granulo-monocitico-linfoide.
GMP (Granulocyte/Monaocitic Progenitor): Progenitor granulo-monocitico.
GP (glycoprotein): Glicoproteina.
GpA: Glicoforina A.
GRX: Glutarredoxina
HSCs (Haematopoietic Stem Cells): Células madre hematopoyéticas.
LT-HSCs (Long Term HSCs): HSCs de largo plazo.
ST-HSCs (Short Term HSCs): HSCs de corto plazo.
LMPPs (Lymphoid-Primed Multipotent Progenitor) Progenitor primario multipotente.
HRP (Horseradish peroxidase): Peroxidasa de rabano.
ILs: Interleuquinas
IP: loduro de propidio.
IRS1 (Insulin receptor substrate 1): Receptor de insulina de sustratos tipo 1.
JAKs (Janus Kinases): Quinasas de la familia “Janus”.
JNKs: Quinasas c-Jun N-terminal.

kDa: KiloDaltons.
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LSCs (Leukaemic Stem Cells): Células madre leucémicas.

MAPK (Mitogen Activated Protein Kinases): Proteinas quinasas activadas por mitdgenos.
MBP: Progenitor mielo-linfoide B.

M-CSF (Mastocite Colony Stimulating Factor): Factor estimulante de colonias de mastocitos.
MEP= MKEP (Megakaryocyte/Erythroid Progenitor): Progenitor eritro-megacariocitico.

MEK=MKK (Mitogen-activated protein kinase kinase): Proteina quinasa quinasa activada por
mitégeno.

MOI: Multiplicidad media de infeccion.

MTT: 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio.

NF-kB (nuclear factor-kappa B): Factor nuclear kappa B.

NMDA: N-metil-D-aspartato.

NOXs: NADPH oxidasas

NRPTPs: Proteina tirosina fosfatasas de tipo no receptor o intracelulares.
O,-: Anién superoéxido.

OH-: Radical hidroxilo.

pb: Pares de bases.

PBS (Phosphate Buffer Saline): Tampon fosfato salino o solucion amortiguadora de fosfatos.
PKC: Proteina quinasa C.

PMA (Phorbol 12-myristate 13-acetate): Forbol 12-Miristato 13-Acetato.

Proteina(s) STAT(s) (Signal Transducers and Activators of Transcription): Proteinas
transductoras de sefiales y activadoras de la transcripcion.

PTKs: Proteina tirosina quinasa(s).

PTPs: Proteina tirosina fosfatasa(s).

PTP-BL=mPTPN13 (PTP-Bas Like): PTP homéloga de PTPN13 en ratones.
p/v: peso/volumen.

PVDF: Difluoruro de polivinilideno.

shRNA (short hairpin RNA): ARNs pequeiios con forma de horquilla.
SiRNA: ARNSs pequefios de interferencia.

RNAasa A: Ribonucleasa A.

ROS (Reactive Oxygen Species): Especies reactivas del oxigeno.
RT-gPCR (Real time PCR) PCR a tiempo real o PCR cuantitativa.

RTKs: Receptores tirosina quinasa.
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SCF (Stem Cell Factor): Factor de células madre.

SDF-1 (Stromal cell-Derived Factor-1): Factor celular derivado del estroma 1.
SDS: Dodecil sulfato sodico.

SOD: Superédxido dismutasa.

TBS (Tris Buffer Saline): Tampdn Tris Salino.

TCA: Acido tricloroacético.

TPO: Tombropoyetina.

Tris: Tris(hidroximetil)Jaminometano.

Tween 20: Polioxietileno 20 sorbitan monolaurato.
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1. INTRODUCCION

1.1 HEMATOPOYESIS: Una diferenciacion gque cambia de entorno

durante el desarrollo embrionario

La hematopoyesis es el proceso de formacion de los componentes formes de la sangre:
eritrocitos, leucocitos y plaquetas. Este fendbmeno constituye uno de los paradigmas de la
biologia porque a partir de un Unico tipo de células se originan hasta nueve linajes diferentes.

En el desarrollo embrionario las células sanguineas proceden de un progenitor comun,
del que también se desarrollan las células endoteliales, llamado hemangioblasto (Tavian et
al., 2010). Aparecen muy pronto en el desarrollo embrionario, sin embargo, la médula 6sea y
los 6rganos hematopoyéticos secundarios, bazo y timo, donde maduran linfocitos By T
respectivamente, se forman muy tarde al final de la embriogénesis (Fontaine-Perus et al.,
1981). Por ello, a lo largo de este desarrollo los érganos donde se produce la hematopoyesis
cambian. En las primeras etapas la diferenciacion hematopoyética se produce en el saco
vitelino y la region aorta-gonadal-mesonefro (AGM). Le siguen, en etapas embrionarias, la
placenta, el higado fetal, el bazo y la médula 6sea. En el desarrollo posnatal el principal
organo hematopoyético humano es la médula ésea (Mikkola y Orkin, 2006).

Anterior a esta hematopoyesis que podriamos llamar definitiva, existe en las etapas
iniciales del desarrollo embrionario una diferenciacibn hematopoyética primitiva, transitoria,
gue conduce a la formacion del linaje eritroide. Se produce en unos islotes externos al saco
vitelino embrionario y sus progenitores no tienen capacidad de repoblacion. Parece que
fundamentalmente se producen eritrocitos porque la funcién conocida de esta hematopoyesis
es aportar oxigenacion a los tejidos embrionarios que, en estas etapas, tienen una rapida

expansion. (Orkin y Zon, 2008).

Las células sanguineas maduras suelen tener una vida media bastante reducida, por lo
que las encargadas de mantener la hematopoyesis son un grupo pequefio de células
germinales (Orkin y Zon, 2008), las HSCs (de sus siglas en inglés, Hematopoeitic Stem
Cells).Todos los tipos de células madre adultas deben de ser capaces de reaccionar rapida y
ordenadamente a los cambios que se producen en el entorno. Pero al contrario que otros
tipos de diferenciacion celular de organismos pluricelulares, que estan ligados al desarrollo o
a procesos de regeneracion, la hematopoyesis se produce durante toda la vida del individuo.
Se calcula que las HSCs en el ratdén representan aproximadamente el 0,01% del total de
células de la médula 6sea, y algunos autores proponen que estas células solo se dividen 5
veces durante la vida del raton, aunque son las encargadas finales de producir los millones de
células que cada dia se renuevan en todos los linajes del sistema hematopoyético (Wilson et
al., 2008) .
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1.2 La jerarquia hematopoyética

Si algo define a la hematopoyesis es lo jerarquizada que se encuentra, las células
pasan por una serie de etapas y se van diferenciando por el camino. Dos metodologias han
permitido los mayores avances en el estudio de la hematopoyesis. Por un lado, el trasplante
de médula en ratones irradiados letalmente y sus variaciones y, por otro, la citometria de flujo.
En el raton, y también en humanos, la citometria de flujo y el uso de anticuerpos unidos a
fluorocromos han posibilitado la descripcién de diferentes subpoblaciones dentro de lo que
hemos llamado HSCs. De hecho, la expresion de unos marcadores y no otros es lo que ha
posibilitado el conocerlas y caracterizarlas. Se han descrito unos intermediarios de la
diferenciacibn hematopoyética fundamentales para entender la hematopoyesis y sus
alteraciones. Sin embargo, se ha comprobado que la expresion de marcadores en el raton no
se corresponde exactamente con los marcadores que expresan las células hematopoyéticas
en humanos (lwasaki y Akashi, 2007). Por ello, cuando hablemos de marcadores celulares en
la diferenciacién hematopoyética durante la presente memoria hablaremos siempre, salvo que
se indique lo contrario, de marcadores de ratdn, ya que ha sido el material biolégico usado

para estudiar esta diferenciacion in vivo.

Las principales células que son capaces de repoblar la médula 6ésea a largo plazo son
las conocidas como células LSK (Lin- Sca-1+ c-Kit+). Estas células no expresan ninguno de
los marcadores que definen a los linajes maduros (Lin-) pero si que expresan Sca-1 y c-Kit,
ademas de Ly-6A/E (lkuta y Weissman, 1992). Las células LSK expresan también otro tipo de
marcadores, en concreto CD34 y Flt3. Los diferentes grupos que se pueden establecer por la

presencia o0 ausencia de unos y otros marcadores reflejan la biologia de estas células.

Las células que pueden llevar a cabo la repoblacion a largo plazo y en varios receptores
sucesivos, es decir, haciendo trasplantes sucesivos, donde el primer receptor se convierte en
donante del segundo receptor, son las células LSK CD34- FLT3-. Estas células son conocidas
como LT-HSC (de sus siglas en inglés, Long-Term HSC). Poseen, ademas, otras
caracteristicas importantes que han sido establecidas en diferentes estudios. bajos niveles de
ARN, por lo que al tefiirlas con pironina Y, un colorante que tifie ARN, presentan bajos niveles
del mismo. También se encuentran dentro de la poblacion SP (del inglés, “side population”)
cuando las tefiimos con Hoechst, este colorante de ADN es especificamente expulsado por
células madre gracias a un sistema transportador activo dependiente de ATP. Por ello estas
células se presentan con bajos niveles de Hoechst. Por ultimo, presentan resistencia al
tratamiento con 5-Fluoro uracilo, ya que, al ser tan baja la tasa de division de estas células no

incorporan esta droga al ADN.

Un segundo grupo, que no es capaz de repoblar la médula a tan largo plazo, son las

llamadas ST-HSC (reconstitucién transitoria, de sus siglas en inglés, Short Term HSC). La
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Unica diferencia con las LT-HSC, en cuanto a expresion de los marcadores utilizados en este
trabajo para diferenciarlas, es que expresan CD34 (LSK CD34+ FLT3-), aunque la expresion

de otros marcadores puede variar ligeramente también.

Por dltimo, dentro de las células LSK, estan las células que también expresan FLT3
conocidas como LMPP (LSK CD34+ FLT3+) (de sus siglas en inglés Lymphoid-Primed
Multipotent Progenitor). Estas células son el paso previo a tomar un camino hacia el linaje
linfoide o el mieloide. Son, por lo tanto totipontentes, en cuanto a la formacion de células
sanguineas, pero no pueden repoblar la médula y mantener la hematopoyesis durante el resto
del tiempo de vida del individuo (Thoren et al., 2008) (Figura 1.1).

LSK:
Lin- ASca 1+ c-Kit+
4 CLP
LT-HSC ST HSC LMMP
—> —>
CD34- CD34+ CD34+
FLT3- FLT3- FLT3+ c|\/|p

SP '
Pironoa Ybaio

5-Fluoro UraciloResistentes
CD150+

Figura 1.1: Esquema donde se muestran los marcadores que definen las HSC en raton. Se muestran los utilizados en este
trabajo (en azul) y otros utilzados frecuentemente para las LT-HSC (verde).

En cualquier caso, no hay un consenso absoluto en lo referente a los marcadores a
utilizar para definir las subpoblaciones de las HSCs, y otros autores utilizan marcadores
diferentes a los aqui mencionados, por ejemplo sustituir FLT3 por CD150. En ese caso las LT-
HSC se definirian como LSK CD34- CD150+ (Ikuta y Weissman, 1992)

1.3 El nicho hematopoyético: el lugar donde viven las HSCs

Como los otros tipos de células madre adultas, las HSCs deben ser capaces de
reaccionar rapida y ordenadamente a los cambios que se producen en su entorno. Este
entorno es el nicho hematopoyético. Dependiendo de las sefales que reciban del nicho, estas
células pueden tomar tres caminos diferentes: se mantienen quiescentes, proliferan
manteniéndose indiferenciadas o toman el camino de la diferenciacion que, después de varias
etapas, conduce a la formacion de los diferentes linajes celulares maduros. Como el entorno
es el que condiciona a la HSC, este entorno tiene que estar exquisitamente regulado para

proporcionar las sefales adecuadas.

En los ultimos afios se han aportado datos de como el entorno regula a las HSCs. En el
nicho hematopoyético se han descrito diferentes tipos celulares y estructuras que, directa o

indirectamente, controlan el destino de las HSCs. De hecho, alteraciones de este nicho
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pueden llevar a una activacion permanente de las HSCs que, en un primer momento, provoca
una acumulaciéon de mutaciones en las HSCs y que, posteriormente, originan el desarrollo de
distintos tipos de leucemias. Estas alteraciones pueden ser cambios en el tipo celular o en las
estructuras, o cambios en las sefiales que el nicho produce (Schreck et al., 2014).

Aungue se encuentra en permanente estudio y discusion, actualmente se diferencian
dos espacios dentro del nicho que las HSC ocupan dentro de la médula 6sea: el nicho

osteoblastico y el nicho perivascular.

El primero se sitla fisicamente mas préximo a los osteoblastos de las trabéculas del
hueso. En este nicho se encontrarian fundamentalmente osteoblastos y también células CAR
(células reticulares que expresan altas cantidades de CXCL12). Aqui las HSCs reciben

estimulos por los que se autorrenuevan o permanecen quiescentes.

El segundo, el nicho vascular, se encuentra en los sinusoides del endotelio cercanos a
los vasos sanguineos (Arai et al., 2009). Las HSCs que estan en él se encuentran adyacentes
a los vasos sanguineos y son las que habitualmente entran y salen de la circulacién (Wright
et al., 2001). Dentro del nicho perivascular se han descrito células CAR, células endoteliales,

nervios del sistema simpatico y macrofagos.

Aunqgue en general hay evidencias de que existen dos nichos, las diferencias fisioldgicas
de ello no son tan claras, ya que, células del nicho aisladas de ambos compartimentos son
capaces de mantener la actividad de las LT-HSC. Por lo tanto, un estudio se requiere mas
profundo para aclarar las diferentes partes y funciones del nicho. Figura I.2.
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1.4 La hematopoyesis se divide en el linaje linfoide v el linaje mieloide

Tradicionalmente se han diferenciado dos linajes diferentes en el proceso de
hematopoyesis a partir de las HSCs. Estas son el tronco comun del linaje linfoide,
representado por el progenitor linfoide comun (CLP, de sus siglas en inglés, common
lymphoid progenitor) y del linaje mieloide representado por el progenitor mieloide comun
(CMP, de sus siglas en inglés, common myeloid progenitor). EI CMP formara a su vez el
progenitor eritro-megacariocito (MEP, de sus siglas en inglés, Megakaryocyte-erythroid
Progenitor) y el progenitor granulo-monocitico (GMP, de sus siglas en inglés, Granulocyte-

macrophage Progenitor).

Asi, cuando se aisl6 el CLP, éste fue capaz de generar todos los tipos celulares del
linaje linfoide, pero ninguno de los mieloides. Lo mismo ocurrié en experimentos en los que
aislaron el CMP donde solo se producian los componentes del linaje mieloide (Kondo et al.,
1997; Akashi et al., 2000). El linaje linfoide da lugar a los linfocitos Ty B y a las células NK
(del inglés “Natural Killer”), mientras que el mieloide originara, al final del proceso de
maduracion, los diferentes granulocitos (neutréfilos, baséfilos y eosindfilos), los macréfagos,
los mastocitos, los eritrocitos y los megacariocitos. Posteriormente, éstos Ultimos originaran

las plaguetas circulantes (Figura 1.3)

Multipotent stem cell

. \/‘\ . Figura 1.3: Modelo general del proceso de
- g hematopoyesis y las principales citoquinas que
%0 57 estimulan la formacion de los diferentes
¥ orimitve progenitorcels ¥ linajes. Tomado de Kaushansky, 2006.
P ap
-3 Z | \ 1
/ - *7 t \
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Mmp GP TcP
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TNK BCP
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Platelets Monocytes B Cells
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Sin embargo, datos conocidos desde hace ya algunos afios indican que la ruta que
siguen las HSCs no esta tan definida, ya que se han descrito nuevas vias intermedias que

enlazan los linajes tradicionales (lwasaki y Akashi, 2007) (figura 1.4). Asi, el CLP quedaria
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relegado a un nivel inferior, y una nueva especie, el progenitor granulocitico-monaocitico-
linfoide (GMLP, de sus siglas en inglés, granulocyte—monocyte—lymphoid progenitor), se
situaria a nivel del CMP. Ademéds, el GMP, que tradicionalmente se colocaba en el linaje
mieloide diferenciado a partir del CMP, podria originarse también a partir del GMLP. Estas
discrepancias podrian venir relacionadas por el uso de marcadores de diferenciacion en el
establecimiento de estos linajes, ya que la expresion de unos, y no de otros, se produce
después de que la célula ya “haya tomado” la decisién de diferenciarse hacia uno u otro linaje.
Seria dentro de las células LMPPs donde se presentan las células que expresan marcadores
de un linaje cuando contienen en su interior factores de transcripcion del contrario. Por ello
algunos autores proponen el uso de factores de transcripcion para diferenciar las poblaciones
de la diferenciacion hematopoyética como una herramienta que define mejor la biologia de

estas células.

a CMP vs. CLP model b CMP vs. GMLP model

(hsc) (vs0)
;g @;’;\) Fit3+ LMPP
5
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~—~
Y\

AT V=N
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-~

Figura 1.4: Comparacién del “modelo tradicional” de hematopoyesis con uno alternativo. Observese la aparicion del
GMLp y el desplazamiento del CMP a un lugar inferior dentro del esquema (Modificado de Iwasaki y Akashi, 2007).

A partir de este punto, la diferenciacion hematopoyética continia para formar los
diferentes elementos de la sangre. Cada linaje celular maduro ejerce diferentes funciones: los
eritrocitos se encargan del transporte de oxigeno; las plaguetas de la formacién de trombos
en procesos hemorragicos; los mastocitos, neutréfilos y basofilos intervienen en procesos
inflamatorios; los eosindfilos reconocen el complejo antigeno-anticuerpo y lo fagocitan; los
monocitos (que se diferencian a macrofagos en los tejidos periféricos) fagocitan patégenos; y

los linfocitos T y B y las células NK se relacionan con la inmunidad especifica.

1.5 La hematopoyesis esta regulada por numerosas citoquinas.

El proceso de diferenciacion hematopoyético esta controlado por numerosas citoquinas
gue afectan a la multipotencialidad de las HSCs y al camino que éstas deben tomar. Estos

factores son secretados por el nicho y regulan tanto la biologia de las HSCs como la
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maduracion de los diferentes linajes hematopoyéticos. El factor de células madre SCF (del
inglés “stem cell factor”), FLT3 (del inglés “FMS-like tyrosine kinase 3”), GM-CSF(del inglés
“granulocyte colony-stimulating factor”), la interluequina-2, la interleuquina-3 y la interleuquina-
7 y algunos mas dirigen la diferenciacion hacia los diferentes tipos de células maduras. La
eliminacion de uno de ellos, a excepcion de la interleuquina 7 (IL7), solo provoca pequefas
alteraciones en la hematopoyesis, ya que, su funciones son redundantes (Kaushansky, 2006).
Por ejemplo, la IL7 es el principal factor que controla los progenitores linfoides, esta presente
desde la diferenciacion del progenitor linfoide comun y después es necesaria, junto con la
interleuquina-2, para la formacion de los linfocitos T maduros. Aunque se han comprobado
diferencias en la implicacion de la IL7 en ratones y humanos, la deleccion del gen de la IL7 o
de su receptor provoca que el ratén presente un numero extremadamente bajo de linfocitos T
y B (Peschon et al., 1994; Freeden-Jeffry et al., 1995). La interleuquina 4 esta implicada en la
maduracioén de los linfocitos B, y la interleuquina 15 en la de las células NK. Algo similar a lo
que ocurre con la interleuquina-7 en la linea linfoide sucede en la mieloide con la
trombopoyetina (TPO), que es necesaria, junto con el SCF, para la formacién del progenitor
mieloide comun, y posteriormente es necesaria para la maduracién de los megacariocitos. La
eritropoyetina (EPO) es necesaria para la formacién de los eritrocitos. M-CSF (de sus siglas
en inglés “Macrophage colony-stimulating factor”) es necesario para la diferenciacion de los
mastocitos. Los eosindfilos requieren la interleuquina-5, los baséfilos SCF, y los granulocitos

GM-CSF (Figura 1.3). Veamos algunas de ellas con un mas de amplitud.
1.5.1 Latrombopoyetina

En 1960 se purific6 por primera vez la trombopoyetina de animales con
trombocitopenias, y en los afios 80 del pasado siglo se pusieron a punto los ensayos de
diferenciacion megacariocitica in vitro. Ya en 1990 se cloné el gen responsable de la TPO y
su receptor (c-MPL) (Hitchcock y Kaushansky, 2014).

La TPO es la citoquina fundamental que regula la megacariopoyesis y la trombopoyesis
(Kaushansky, 1995). La interrupcion del gen de la TPO o de su receptor provoca dificultad
para producir la megacariopoyesis, pero estos ratones también presentan reduccién de HSC
en su médula 6sea (Carver-Moore et al., 1996; Kimura et al., 1998). Estudios in vitro,
demostraron que la combinacién de la TPO con interleuquina 3 (IL3) y SCF incrementa la
viabilidad de células CD34+ de raton (Ku et al., 1996). Cabe destacar que el receptor de la
TPO no se expresa en las mismas cantidades durante las diferentes etapas de maduracion de
células hematopoyéticas. Asi, se expresa en cantidades mayores en células LT-HSC que en
otras HSC menos inmaduras, como son las ST-HSC o LMMP (Buza-Vidas et al., 2006).

Anadido a esto, este receptor presenta una preferencia por células LT-HSC que se
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encuentran en estado de quiescencia frente a las que se encuentran en ciclo para mantener

una poblacion constante de LT-HSC (Yoshihara et al., 2007) (Figura 1.5).

1 THSC . .
T ST-HSC Figura 1.5: Esquema del la desaparicion del receptor de

. !.f“_“'*-. TPO (mpl) durante las diferentes estadios de HSC en
J_+ —> @ raton. Modificado de (Yang et al., 2005)

S X

LSK LSK _ LsK

CD340 CcD34* CD34+

fit3-mpl* fit3'mpl* fit3+mpl-e

Después del nacimiento, los principales 6rganos de produccion de TPO son el higado y
los rifiones. No obstante, parece dificil que esta TPO llegue a la médula 6sea donde se
encuentran las HSCs, entre otras cosas, por el elevado nimero de plaquetas circulantes que
poseen el receptor de la TPO. Como este receptor no produce ninguna respuesta cuando la
TPO se une a él, las plaquetas actian como atrapadores de TPO, modulando los niveles de
TPO circulantes en el organismo. Por ello, se ha propuesto que es la TPO secretada por los
osteoblastos, a los que las HSCs estan unidas intimamente en el nicho osteoblastico, la
responsable de los efectos que la TPO tiene sobre las HSCs. Otro dato que apunta a la
importancia de la TPO en la supervivencia de las HSC es que los ratones xenotrasplantados
con células CD34+ humanas sobreviven durante mas tiempo cuando se sustituye el gen de la
TPO de ratén por el gen humano (Rongvaux et al., 2011). Sin embargo, no existen muchas
evidencias de cual es el mecanismo especifico por el que la TPO ejerce los efectos

mencionados en las HSCs.

Parece que la TPO juega este papel en la regulacién de las HSCs solo en individuos
adultos. Durante las etapas prenatales, cuando la médula 6sea no es el principal 6rgano
hematopoyético, la TPO no parece influir en las HSC (Qian et al., 2007). Asi, la expansion de
HSCs que se produce en el higado fetal (Pawliuk et al., 1996) es independiente de la TPO, ya
que ratones sin el gen la TPO (Tpo™) o su receptor (c-Mpl™”) presentan un mayor niimero de
células progenitoras que el fenotipo silvestre. Ademas, los distintos estadios de maduracion
de las HSC no se encuentran alterados o, si lo hacen, presentan una mayor proporcién de
HSC que en el fenotipo silvestre (Qian et al., 2007). Este resultado contrasta con el menor
namero de HSCs encontrado en estos mismos ratones adultos en la médula ésea (Carver-
Moore et al., 1996; Kimura et al., 1998).

1.5.2 CXCL12

Mediante andlisis de la médula 6sea de ratén por medio de microscopia tridimensional
de alta resolucion se han detectado microdominios de la médula 6sea donde la citoquina

CXCL12 ((ligando de la citoquina CXC), también conocida como SDF-1 (de sus siglas en
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inglés, Stromal Cell-Derived factor 1)) y la selectina E estdn presentes en cantidades muy
abundantes (Sipkins et al., 2005). Estos dominios corresponden a las células CAR. CXCL12
se encuentra también expresado en médula 6sea de individuos adultos humanos en las

células endoteliales (Peled et al., 2000).

La importancia de CXCL12 en la biologia de las HSCs fue descrita por el grupo de
Nawasawa en 2006 (Sugiyama et al., 2006). En este trabajo los autores describen que el
knock out condicional del receptor de CXCL12, CXCL4R, tiene un numero significativamente
menor de células HSC. Ademas, estos ratones presentan un menor porcentaje de células en
quiescencia comparados con el fenotipo silvestre. Estos datos, junto a otros posteriores
presentan a CXCL12 como una molécula central en el mecanismo de atraccion de las HSCs a
su nicho. Por ejemplo, CXCL12, y no otras citoquinas con motivos CXC, es capaz por si sola
de producir migracién de progenitores hematopoyéticos tanto en ratones como en humanos
(Wright et al., 2002).

También hay numerosos estudios de las células mesenquimales como moduladoras del
nicho perivascular entre otras cosas, porque son capaces de secretar SCF (de sus siglas en
inglés, Stem cell factor) y CLXCL12 (Sacchetti et al., 2007). Ademas, se ha sugerido que la
movilizacién provocada por el factor de crecimiento G-CSF, es debida, al menos en parte, a
gque exoproteasas como las catepsina Ky la X degradan a CXCL12 (Staudt et al., 2010; Kollet
et al., 2006; Morrison y Scadden, 2014).

1.5.3 SCF

El SCF fue uno de los primeros factores descubiertos que influyen sobre la funcion de
las HSC, también conocido como SF (del inglés, steel factor). Es un factor de crecimiento que
se une y activa al receptor transmembrana tirosina quinasa tipo lll, llamado KIT (cominmente
conocido como CD117 o c-Kit). Al contrario de lo que sucede con otros receptores, todos los
tipos de HSC de raton, LT-HSC y ST-HSC, expresan las mismas cantidades de c-Kit
independientemente, ademas, de la estapa del ciclo celular en el que se encuentren (Ashman,
1999). SCF puede ser secretado al medio o mantenerse unido a la membrana de la célula
productora. Ratones que solo expresan la forma soluble de SCF muestran un deficiente
mantenimiento de las HSC por parte del nicho (Barker, 1997). Por otra parte, diferentes
concentraciones de SCF son capaces de regular la autorrenovacion de las HSC in vitro,
mejorando esto el trasplante de estas células en los receptores (Uchida et al., 2003). También
se han descrito implicaciones de SCF en relacion con los reguladores del ciclo celular tanto

de algunas ciclinas como de ciclinas dependientes de quinasas (Kent et al., 2008).

La unién de SCF a su receptor provoca la activacion por homodimerizacion del mismo,
lo que conlleva una autofosforilacion cruzada de estos homodimeros. Posteriormente activa a

otras quinasas adyacentes como JAK2, después a los factores STAT (1, 3y 5) y a otras
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tirosina fosfatasas como SHP1 y SHP2 (Linnekin, 1999; Weiler et al., 1996; Kozlowski et al.,
1998). En el proceso también participa la fosfatidil inositol 3 quinasa (PI3K), que finalmente
activa a PKB (AKT) (Engstrom et al., 2003).

Los factores STAT, en especial el 3y el 5a, estdn muy relacionados con la expansion de
las HSC in vivo. Los niveles de estos factores estdn muy finamente regulados, y una
desregulacién provoca sindromes mieloproliferativos, un ejemplo muy conocido es el caso de
STATS. Variaciones de los niveles de los mismos se producen durante los estadios de
maduracién de las HSC. También cambian los niveles de ARN mensajero de estas proteinas
entre las HSC fetales y adultas (Kato et al., 2005; Chung et al., 2006).

1.5.4 Factores de la familia Wnt.

La familia de factores Wnt son una amplia serie de proteinas secretadas. Se conocen al
menos 19 proteinas Wnt, 10 receptores y dos co-receptores, ademas de 10 moléculas de
sefializacién intracelular. Se descubrieron relacionados con el desarrollo embrionario pero
también tienen importancia en la hematopoyesis. Lo conservados que se encuentran algunos
genes que codifican proteinas de estas rutas, y la complejidad de los factores Wnt y sus
ligandos, sugiere que esta ruta aparecidé muy pronto en la evoluciéon de los metazoos. (Seke
Etet et al., 2013; Wodarz y Nusse, 1998; Valenta et al., 2012).

En el contexto de la hematopoyesis, esta descrito que los osteoblastos de la médula
Osea son los encargados de liberar los ligandos de Wnt. Estos se unirian a sus receptores en
la membrana de las HSCs, los receptores fundamentales de estas células son Fzd4 y Fzd6.
Por ejemplo, Wnt5a, que es secretado por células estroméaticas del nicho hematopoyético, ha
sido descrito como un regulador negativo de la proliferacion de linfocitos B (Liang et al., 2003).
Algunos factores Wnt son capaces de desencadenar la activacion del factor activador de las
células T (NFAT) y, con ello, modulan la diferenciacién de osteoblastos, linfocitos B y la

formacion del hueso. (Sesler y Zayzafoon, 2013; Seke Etet et al., 2013).

Tradicionalmente, la sefializacion por Wnt se ha dividido en dos rutas dependiendo de si
se estabiliza o no la proteina B-Catenina (Figura 1.6). La ruta no candnica no conlleva la
estabilizacién de B-Catenina, y sus ligandos mas conocidos son Wnt5a, Wnt5b, Wntll y
Wntl6. Esta ruta es mas compleja en cuanto a mecanismos de activacion intermedia y se
subdivide en dos en funcién si la activacion es dependiente de calcio o no. Entre los
mediadores de la activacion de la ruta no candnica se encuentran las GTPasas tipo Rho o las
MAP quinasas. La ruta no candnica estd relacionada con diferentes procesos como
embriogénesis, movimiento celular o divisioén celular asimétrica; de hecho se ha implicado en

las divisiones asimétricas que se dan en las células hematopoyéticas (Veeman et al., 2003) .

48



Esta ruta no candnica también ha sido relacionada con la diferenciacion mesenquimal (Baksh
y Tuan, 2007).

A ViaCanédnica B Viano-Canénica C Viano-Canénica
i ) Independiente de calcio Dependiente decalcio

Membrana
plasmética

Movimientos celulares Funciones multiples
Acumulacién de
B-Catenina
Nucleus i
— Induccion génica

Figura 1.6: Esquema de la ruta de Wnt. Se puede observar la separacidn entre ruta candnica (A) y ruta no canénica (B y C).
A su vez esta ruta no candnica puede ser independiente de calcio (B) o dependiente de calcio (C). Modificado de (Habas y
Dawid, 2005)

La ruta canodnica conlleva la estabilizacién de B-Catenina y los ligandos que la activan
son Wntl, Wnt3a, Wnt8a, Wnt8b y Wnt10b (Seke Etet et al., 2013). A finales de los afios 80
del siglo pasado fue descrita por primera vez la B-Catenina. De manera independiente y
coetanea en el tiempo, diversos grupos encontraron el papel dual que la B-Catenina juega en
la célula. En primer lugar, junto a a-Catenina y y-Catenina, B-Catenina tiene un papel
estructural donde media la adhesion celular asociada a las E-cadherinas, que a su vez estan
reguladas por Ca** (Ozawa et al., 1989). Por otro lado, tiene un papel fundamental como
efector de la ruta de sefializacibn de Wnt. Gracias a trabajos en Drosophila con
Wingless/Armadillo, que son los ortélogos de Wnt/3-Catenina respectivamente, se describi6 a
esta ruta de sefializacion como crucial en el desarrollo embrionario (Wieschaus y Riggleman,
1987). Més recientemente, a mediados de los 90, se encontré que en el nlcleo la accion de la
B-Catenina est4 mediada a través del factor de células T (TCF, de sus siglas en inglés, T Cell

Factor) unido al factor de transcripcién Lef (Behrens et al., 1996; van de et al., 1997).

1.5.4.1 3-Catenina

En humanos B-Catenina tiene 781 residuos donde se pueden diferenciar tres partes. Un

dominio N terminal, una region central que consta de 12 repeticiones armadillo (ARM, de las
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que toma el nombre la proteina en Drosophila) y una regién C terminal. La region central
forma un armazon rigido, todas las repeticiones forman en su conjunto una superhélice
cargada eléctricamente, que es la encargada de la union a los diferentes “socios” de B-
Catenina tanto en la membrana como en el citosol o en el nucleo. Los extremos C y N
terminal son bastante flexibles (Huber et al., 1997). La parte central es por la cual B-Catenina
establece la mayoria de las interacciones, por lo tanto, la unién con unas moléculas impide la
unién de otras por impedimentos estéricos y estas uniones condicionan la funcién de B-
Catenina. Un buen ejemplo de moléculas que interaccionan en el mismo lugar son la
interaccion con E-cadherina, importante en las uniones entre células, APC (de sus siglas en
inglés, Axin and Adenoma Polyposis Coli), que regula la destruccion de B-Catenina, y
TCF/LEF, que regula la activacion canénica de Wnt. Como se puede intuir, las acciones que
provocan estas tres uniones son completamente diferentes para la célula. (Huber y Weis,
2001; Graham et al., 2002; Eklof et al., 2001; Poy et al., 2001). La regulacién de estas
interacciones se produce porque los ligandos se encuentran en lugares diferentes, y por
cambios conformacionales de los extremos N-terminal, y en especial, el C-terminal de B-
Catenina (Castano et al., 2002; Solanas et al., 2004) (Figura 1.7).
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Figura 1.7: Esquema de algunas las diferentes interacciones que se producen entre p-Catenina y otras moléculas. p-
Catenina esta representada como un nucleo central que corresponde a las 12 repecticiones ARM y los extremos N y C terminal.
A la region central se unen los factores de transcripcion TCF (A), APC (B) y la E-Cadherina (C) entre otros. Modificada de
Valenta et al., 2012.

B-Catenina se encuentra en numerosos emplazamientos en la célula, sin embargo, en
ausencia del estimulo por parte de Wnt, los niveles citoplasmaticos de B-Catenina deben
mantenerse bajos. En esta situacion la mayoria de las moléculas de 3-Catenina se encuentra
cerca de membrana disponible para la unién con las cadherinas; la mas estudiada es la union
a la E-Cadherina. La B-Catenina que no se encuentra unida a la E-cadherina es fosforilada
por el complejo de destruccidon de B-Catenina que es agrupado por APC. Esta fosforilacion la

marca para su degradacion en el proteosoma. Este complejo estd, ademas, compuesto por
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GSK3pB (glucdégeno sintasa quinasa 3B), que es la encargada de fosforilar a $-Catenina, la
CK1 (caseina quinasa 1), y la PP2A, (proteina fosfatasa 2A)(Kimelman y Xu, 2006). Sin
embargo, también se ha descrito que la estabilidad de B-Catenina puede regularse de forma
independiente a la sefial de Wnt y de la fosforilacion de GSK3-8, pero para ello también es
necesaria la intervencion de APC (Dimitrova et al., 2010).

GSK3p regula la estabilidad de B-Catenina porque la fosforila en numerosos residuos de
serina. Estas fosforilaciones tienen diferentes funciones como son inducir la degradacion (Ser
33) o entorpecer la uniébn de APC (Ser 246), por poner dos ejemplos. También puede ser
fosforilada en diferentes tirosinas, la funcién de las mismas es mas controvertida y debe ser
investigada en mas profundidad, pero parecen regular la union de la [(-Catenina y las
Cadherinas o la actividad transcripcional (Piedra et al., 2001; Valenta et al., 2012). En este
sentido, nuestro grupo de investigacion ha descrito recientemente, en el contexto de la
megacariopoyesis, que la proteina tirosina fosfatasa PTPN13, de la que hablaremos mas
adelante, regula indirectamente la fosforilacion de B-Catenina en la Ser 33 vy, directa o
indirectamente, las fosforilaciones en las tirosinas 86 y 654 (Sardina et al., 2014).

En relaciéon con su uniéon a E-Cadherina, la B-Catenina regula la actividad de la a-
Catenina. Cuando la B-Catenina, unida a la E-cadherina, se une a la a-Catenina, ésta Ultima
no puede unirse entre si, lo que impide que regule la formacion de los filamentos de actina. a-
Catenina necesita estar en forma de homodimero para poder llevar a cabo la regulacion de la
polimerizacién de los filamentos de actina (Yamada et al., 2005). La liberacién de la -
Catenina de su unién con las cadherinas puede activar a dos importantes reguladores del
ciclo celular C-myc y la Ciclina D1 dianas descritas también de la ruta Wnt. (Maretzky et al.,
2005; Reiss et al., 2005). Esta faceta es la que contribuye al efecto de polarizacién de los
epitelios en metazoos (Meng y Takeichi, 2009). Reciprocamente, la unién de B-Catenina con
las cadherinas protege a estas Ultimas de la degradacién, ya que, cuando esta unién no existe
las cadherinas exhiben un dominio PEST que es reconocido por las ubiquitina ligasas y que

las marca para degradacion via proteosoma (Hinck et al., 1994).

Uno de los principales ligandos que activa la ruta canénica es Wnt3a (Malhotra y
Kincade, 2009). Los embriones de ratones deficientes en Wnt3a mueren en la etapa E12.5.
Ademas, las HSC de estos embriones trasplantadas en un ratdén silvestre no consiguen
repoblar la hematopoyesis, lo que sugiere que el control de este ligando que deberia ser
extrinseco, también condiciona a la célula intrinsecamente (Luis et al., 2009). Este es uno de
los datos que sugiere que la funcion de B-Catenina debe ser importante en la hematopoyesis,
ya que Wnt3a estabiliza los niveles de 3-Catenina. Sin embargo, los efectos de la alteracion

de los niveles de esta proteina tienen consecuencias controvertidas para la hematopoyesis en
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general y para las células madre hematopoyéticas en particular. Hay trabajos que afirman que
la estabilizacion por sobreexpresién de una forma estable de B-Catenina provoca una
alteracion del sistema hematopoyético. Esto provoca que las HSCs pierdan su capacidad de
quiescencia y de repoblar la médula 6sea. Ademas, se producen bloqueos dentro de la
formacion de eritrocitos y una alteracion del desarrollo de los linfocitos (Kirstetter et al., 2006).
Esta evidencia se puede argumentar también en el hecho de que defectos de GSK3 causan
similares efectos a los provocados por la sobreexpresion de una forma no degradable de B-
Catenina (Huang et al., 2009). Apoyandose en estos datos, algunos autores sugieren que
para que la biologia (quiescencia y autorrenovacion) de las HSC sea la correcta, los niveles
de B-Catenina deben ser bajos (Lento et al., 2013). Sin embargo, otros autores afirman que la
supresion de y- y B-Catenina no muestra ninguna alteracion en el comportamiento de las HSC
(Jeannet et al., 2008). Por lo tanto, un estudio mas profundo debe producirse para dar

explicacién a las controversias aqui expuestas.

Ademas, la alteracion de B-Catenina en el nicho también condiciona la hematopoyesis.
Asi, la expresiéon de una forma aberrante de [B-Catenina en las células del nicho
hematopoyético, provoca que el nicho no sea capaz de mantener a las HSC mas primitivas.
Esto puede deberse a una reduccién del nimero de osteoblastos y de los factores de
crecimiento. Por otro lado la sobreexpresion de B-Catenina en células estromaticas otorga a
éstas una mayor habilidad para mantener las HSC en cultivo (Nemeth et al., 2009; Kim et al.,
2009).

1.6 La megacariopoyesis

Una de las diferenciaciones que mas interés ha suscitado dentro de mi grupo de
investigacion en los ultimos afios ha sido la diferenciacion megacariocitica (Sardina et al.,
2010; Sardina et al., 2014). La formaciéon de megacariocitos tiene lugar en la médula 6sea en
individuos adultos, donde los megacariocitos son una de las poblaciones celulares mas
escasas (Kaushansky, 2008). El proceso se desencadena a partir de las HSCs que, segun los
esquemas tradicionales de linajes hematopoyéticos, originan el progenitor mieloide comdn
(CMP), el cual se diferencia posteriormente para originar los precursores progenitor granulo-
monocitico (GMP) y eritro-megacariocitico (MEP). Sea cual sea la ruta hasta el MEP éste se
diferencia para dar lugar a dos linajes diferentes: las colonias formadoras de eritrocitos (BFU-
E) y las colonias formadoras de megacariocitos (HPP-CFU-MK). Estas ultimas, después de
pasar por una serie de estadios intermedios, formaran los megacariocitos maduros que

liberaran, posteriormente, las plaquetas circulantes.

Algunas de las caracteristicas principales del megacariocito son su gran diametro

celular (50-100 um) y la posesién de un unico nucleo poliploide y multilobulado (Kanz et al.,
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1982). Por lo tanto, a nivel citologico, la diferenciacion megacariopoyética afecta a dos
compartimentos celulares: el nucleo, en el que se produce la endorreduplicacion del ADN
para formarse finalmente una célula poliploide de hasta 128 N (Tomer et al., 1989), y el
citoplasma, que madura formando un gran namero de invaginaciones en el sistema de
membranas y se expande. Estos procesos son necesarios para que, posteriormente, desde el
citoplasma del megacariocito maduro puedan liberarse las plaquetas circulantes (Deutsch y
Tomer, 2006). Lo ocurrido con el citoplasma tiene una explicacion evidente. Debe expandirse
para formar las proplaquetas y posteriormente la plaguetas. Sin embargo, la funcién de la
endorreduplicacién del nicleo es menos evidente. En este sentido, se ha sugerido que este
proceso es necesario para producir las grandes cantidades de ARN mensajero que se deben
empaguetar en las plaquetas para que luego estas lleven a cabo sus funciones, ya que son
elementos sin nlcleo (Zimmet y Ravid, 2000). A pesar de ello, la relacién entre estos dos

procesos de la maduracién del megacariocito continlia ain desconocida.

Numerosos factores de crecimiento hematopoyético regulan diferentes aspectos de la
maduracion de los megacariocitos. Algunas citoquinas, entre las que se incluyen GM-CSF, las
interleuquinas 3, 6, 11 y 12 y la EPO, estimulan la proliferacion de los progenitores
megacariociticos. Otras citoquinas, como la interleuquina 1a y el factor inhibidor de la
leucemia, modulan la maduracién del megacariocito y la liberacién de las plaquetas (Gordon y
Hoffman, 1992; Vainchenker et al., 1995).

Sin embargo, como ya hemos dicho, la principal citoquina implicada en la
megacariopoyesis es la trombopoyetina. La TPO es necesaria desde las primeras etapas de
la hematopoyesis hasta la maduracion del megacariocito y posterior liberacién de las
plaguetas. Se necesitan, por lo tanto, unos niveles constitutivos de TPO circulante, los cuales
son secretados, en adultos, principalmente por el higado (Jelkmann, 2001), aunque los
osteoblastos también pueden secretarla (Guerriero et al., 1997) y parecen los encargados de
regular el proceso en la médula. La TPO aumenta la poliploidia del precursor megacariocitico
gque afecta a la maduraciéon de las plaquetas al reducir el nivel del ADP, del colageno o de la
trombina necesarios para inducir la agregacion, y que aumenta la adhesién plaquetaria
(Kaushansky et al., 1995; Chen et al., 1995; Oda et al., 1996; Van Os et al., 2003).

Los megacariocitos en cultivo in vitro pueden formar proplaguetas en suspension, por lo
tanto, el ambiente que proporciona la médula 6sea no parece necesario para la formacién de
plaquetas. Sin embargo, la eficiencia de esta produccion es menor a la observada in vivo. Es
decir, el entorno si estimularia y mantendria activa la formacion de proplaquetas y la
liberacion de las plaquetas maduras. Al parecer existe una interaccion dinamica entre el

megacariocito y las proteinas extracelulares de la médula 6sea, jugando estas un papel en la
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compartimentaciéon del proceso de maduracion del megacariocito dentro de la médula ésea.
Este proceso se produciria en el nicho osteoblastico y migraria al vascular para iniciar el
proceso de formacion de proplaquetas. (Arai y Suda, 2007; Pallotta et al., 2009). Para poder
liberar las plaquetas el megacariocito debe migrar del nicho osteobléstico al nicho vascular de
la médula y, segun algunos estudios recientes, para ello seria necesaria la interaccién de
CXCL12 y su receptor CXCL4 (Pitchford et al., 2012) (Figura 1.8). También se ha sugerido que
CXCL12 podria estimular la formacion de megacariocitos por una via independiente de TPO
(Avecilla et al., 2004)
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Figura 1.8: Esquema representativo de la migracion del megacariocito durante su maduracion para formar plaquetas.
modificado de (Gars y Rafii, 2012).

El cambio de nicho fisioldgico dentro de la médula 6sea no es algo exclusivo de la
diferenciacibn megacariocitica, en el caso de la diferenciacion de linfocitos B también parece
producirse. Asi, los diferentes estadios de diferenciacién: células proB, células preB y células
B inmaduras se mueven durante este proceso dentro de la médula ésea. Y esto esta regulado
por el gradiente de citoquinas que se expresan en los diferentes nichos, principalmente IL-7 y
también CXCL12. (Peschon et al., 1994).

GATA-1 también destaca como principal factor en la regulacién de la megacariopoyesis.
Asi, GATA-1 fue el primer factor de transcripcién que se descubrié de la familia GATA (Zon et
al., 1993; Lemarchandel et al., 1993) y juega un papel fundamental en el proceso de
desarrollo. Por ejemplo, los embriones “knock-out” para el gen de GATA-1 generan anemias
letales (Pevny et al., 1991) y, ademas, tienen afectada la expresién de diversas glicoproteinas
y del receptor de TPO (c-Mpl). Otros factores de transcripcion implicados en
megacariopoyesis son Fli-1 y TEL, NF-E2, SCL y RUNX1. Todos estos factores de

transcripcion trabajan en conjunto con los factores de crecimiento ya descritos para regular la
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organizacion de la cromatina del megacariocito y la liberacién de las plaquetas (Pang et al.,
2005).

Tomando como ejemplo la megacariopoyesis, el desarrollo de las células
hematopoyéticas se produce en un ambiente fuertemente influenciado por factores de
crecimiento y contactos celulares. En este contexto, las células hematopoyéticas tienen que
integrar estas complejas sefales y responder de manera adecuada. Para ello dentro de la

célula se ha desarrollado un complejo sistema de sefializacién intracelular.

1.7 Las PTPs, mas que unos simples inhibidores de las rutas de

sefalizacion.

La fosforilacién de proteinas es uno de los mecanismos mas ampliamente extendidos
en la regulacion del desarrollo y respuesta celular. Este fendmeno enfrenta a dos tipos de
familias ampliamente extendidas: las proteina quinasas, encargadas de afiadir grupos fosfato,
y las proteina fosfatasas, que se encargan de eliminarlos.

Las proteina fosfatasas estdn separadas en dos familias diferentes por su estructura y
mecanismo de actuacion distinto. Por un lado, las proteina serina/treonina fosfatasas y por

otro las proteina tirosina fosfatasas (PTPSs).

Centrandonos en la regulacion por fosforilacién en tirosina, los niveles de fosfotirosina
estarian regulados por las proteina tirosina quinasas (del inglés, PTK) y por las PTPs. Las
PTPs estan a su vez divididas en dos grupos, las tirosinas especificas clasicas, PTPs, y las
fosfatasa duales (DSPs), proteinas estas ultimas que tienen la capacidad para desfosforilar
los tres tipos de residuos fosforilados que presentan las proteinas, serina, treonina y tirosina,
pero también los que presentan algunos lipidos y ARN mensajeros. Por altimo, dependiendo
de si presentan 0 no alglin dominio transmembrana, las PTPs clasicas estan divididas a su
vez en dos grupos, las PTPs de membrana o de tipo receptor (RPTPs), codificadas por 21
genes en humanos y que presentan dos dominios cataliticos, y las PTPs no transmembrana,
codificadas por 16 genes en humanos y que solo presentan un dominio catalitico. EI dominio
catalitico caracteristico de las PTPs clasicas, que esta presente en todas ellas, esta formado
por unos 280 aminoacidos que presentan motivo conservado formado por 7 amino&cidos R-
HC-(Xs)-R esencial para la catdlisis. Las PTPs no transmembrana, también llamadas
citosdlicas, presentan un tnico domino catalitico flanqueado por otros motivos y dominios que

regulan su actividad y su compartimentacion dentro de la célula.

La nomenclatura de las fosfatasas en general, y las PTPs en patrticular, es bastante
compleja, lo cual no ha facilitado la comunicacién entre grupos y, por lo tanto, su estudio. Esta

nomenclatura se puede observar en la tabla 1.1 para las PTPs citosolicas.
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nombre
delgen diferentesnombres de la proteina
Ptpnl PTPNL1, PTP-1B
Ptpn2 PTPN2, TC-PTP, MPTP, PTP-S
Ptpn3 PTPN3, PTPH1
Ptpn4 PTPN4, PTP-MEG1, TEP
Ptpn5 PTPN5, STEP
Ptpn6 PTPNG6, Shpl, PTP1C, SH-PTP1, HCP
Ptpn7 PTPN7, HePTP, LCPTP
Ptpn9 PTPN9, PTP-MEG2
Ptpnll |PTPN11, Shp2, SH-PTP2, Syp, PTP1D, PTP2C, SH-PTP3
Ptpn12  |PTPN12, PTP-PEST, PTP-P19, PTPG1
Ptpn1l3 [PTPN13, PTP-BAS, FAP-1, PTP1E,RIP, PTPL1, PTP-BL
Ptpn14 PTPN14, PTP36, PEZ, PTPD2
Ptpn18 PTPN18, PTP-HSCF, PTP20, BDP
Ptpn20  |PTPN20, TypPTP
Ptpn21  PTPN21, PTPD1, PTP2E, PTP-RL10
Ptpn22  [PTPN22, LYP, PEP
Ptpn23  PTPN23, HD-PTP, PTP-TD14

Tabla 1.1: En la tabla se muestran las PTPs no transmembrana y su nomenclatura.

La fosforilacion en tirosina se produce en receptores, adaptadores y proteinas
estructurales que, entre otras funciones, regulan el desarrollo. De hecho, hace tiempo que se
abandonoé la corriente de pensamiento que aseguraba que las PTPs, y las fosfatasas en
general, eran simples inhibidores de la respuesta celular y carecian de sustratos especificos.
De hecho, las PTPs se han revelado como unos importantes actores en funciones celulares
gue incluyen la adhesién, proliferacién o procesos de migracion y secrecién. Se conocen ya
bastantes ejemplos donde la actividad de las PTPs estd muy regulada, porque
desregulaciones de la misma acarrean alteraciones importantes dentro de las células. Todo lo

anterior esta revisado en profundidad en (Alonso et al., 2004; Tonks, 2006; Tonks, 2013)
1.7.1 SHP1y SHP2, dos PTPs estructuralmente muy similares

Diferentes PTPs se han encontrado relacionadas con la hematopoyesis, la
megacariopoyesis y las plaguetas. SHP1 y SHP2 son dos fosfatasas implicadas en la
regulaciéon de las sefiales de receptores tipicos de plaquetas, pero también se han descrito a
PTP1B y PTPMEG2 (Senis, 2013).

SHP1 y SHP2 son dos proteina tirosina fosfatasas de tipo no receptor (PTPs) que

contienen dos dominios SH2 (del inglés, src homology 2).

SHP1 (también conocida como PTPN6, SHP1, PTP1C, SH-PTP1 y HCP (tabla I.1)) esta
codificada por el gen PTPNG6 y su distribucion se encuentra restringida a células epiteliales y
hematopoyéticas. SHP2 (también conocida como PTPN11, SH-PTP2, Syp, PTP1D, PTP2C y

SH-PTP3) esta codificada por el gen PTPN11 y se encuentra ampliamente distribuida.
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Estructuralmente ambas proteinas tienen en la zona N-terminal un tandem con dos
dominios SH2 (Figura 1.9). Estos dominios les permiten interaccionar con otras moléculas y
también son dominios que influyen en la autorregulacion de su actividad porque pueden
bloquear su centro catalitico. La actividad de SHP1 en la célula esta regulada de diferentes
formas: la fosforilacion en residuos de tirosina parece que aumenta su actividad de dos a
cuatro veces; la traslocacion a diferentes localizaciones puede alterar su capacidad para
desfosforilar sustratos. Ademas, es autoinhibida por su propio dominio SH2, y la unién de este
dominio a la proteina sustrato que va a ser desfosforilada la libera de esta inhibicién. Su
expresion génica también se encuentra regulada (Martin et al., 1999). Estos fenébmenos de
regulacion se pueden extender a SHP2 (Vogel et al., 1993; Mitra et al., 2008).

i

P —

Dominio homologo a SRC-2

Dominio homologo a SRC-2 Figura 1.9: Representacion esquematica de la estructura
de SHP1y SHPL1. Inspirada en Tonks, 2006.

Dominio PTP

A pesar de que ambas PTPs tienen una estructura muy similar, sus funciones no son
redundantes en la sefializacion celular. Esto es debido a la diferente capacidad que los
dominios SH2 de cada una de ellas tienen de interaccionar con otras proteinas y de
diferencias en su dominio catalitico. Asi, estudios con proteinas quiméricas indican que los
dominios SH2 de estas proteinas interactian con moléculas especificas, por lo que estos
dominios SH2 no son intercambiables, y los dominios cataliticos de estas proteinas tampoco
lo son (Neel et al., 2003; Tenev et al., 1997).

La deficiencia de SHP1 es letal, estos ratones mueren 2 0 3 semanas después de nacer
con problemas inflamatorios relacionados con inmunodeficiencia y autoinmunidad (Shultz et
al., 1993). Mutaciones espontaneas que provocan una expresion de SHP1 con menor
capacidad catalitica, permitén a los ratones sobrevivir hasta las 9-12 semanas (Kozlowski et
al., 1993). Ademas, los granulocitos y macrofagos de estos ratones presentan una repuesta
aumentada a algunos factores de crecimiento (Jiao et al.,, 1997), asi como una menor
actividad de las plaquetas con respecto al agonista de la glicoproteina 6 (GPVI) (Pasquet et
al., 2000). Por ultimo, también poseen un desarrollo y maduracion anormales de linfocitos,
tanto B como T, lo que hace que presenten una gran cantidad de anticuerpos autorreactivos

en diferentes tejidos como piel, rifién o pulmon (Kozlowski et al., 1993).

57



La deficiencia de SHP2 es letal durante el desarrollo embrionario, concretamente entre
las etapas E8.1-E10.5. Ratones con mutaciones espontaneas que provocan una reduccion de
los niveles de SHP2 también mueren en fase embrionaria, pero en etapas posteriores debido,
probablemente, a una compartimentacion y actividad defectuosas de SHP2 (Yang et al.,
2006). Por otra parte, la expresion de mutantes de SHP2 con una ganancia de funcion
conduce a desarrollos embrionarios viables que presentan alteraciones como el sindrome de

Noonam y en algunas ocasiones leucemia (Araki et al., 2004; Keilhack et al., 2005).

Se conoce desde hace tiempo que tanto SHP1 como SHP2 regulan la sefializacién de
una gran variedad de receptores ligados a tirosina quinasas, donde se incluyen los receptores
de citoquinas y de factores de crecimiento o las integrinas entre otros (Pao et al.,
2007).Tradicionalmente se sitla a SHP1 como un regulador negativo en la sefializacién
intracelular, mientras que a SHP2 se le considera un regulador positivo, sin embargo existen

procesos en los que esto no ocurre.

Un ejemplo bien caracterizado de la funcion de SHP1 es la inhibicion de la sefializacién
del receptor ITAM. Estos receptores se denominan asi porque los que poseen motivos ITAM
(de sus siglas en inglés Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif), cuando el receptor
gue posee estos dominios se activa, estos dominios se fosforilan en tirosina y desencadenan
la activacién de rutas de sefializacion intracelular. Sin embargo, los receptores con motivos
ITIM (Immunoreceptor Tyrosine-based Inactivation Motif) se inhiben cuando estos motivos se
fosforilan en tirosina y se encargarian de la inhibicion de las rutas de sefializacion. La
interaccion de SHP1 con un receptor con motivos ITIM provoca que SHP1 desfosforile a

receptores con motivos ITAM, estas desfosforilaciones inhiben la ruta. (Daeron et al., 2008).

En cuanto al papel como activador de SHP2, y aunque no se conoce con exactitud el
mecanismo concreto, SHP2 actlia como activador de Ras. Que como ya hemos dicho, es una
de las proteinas que actia como activador de las MAPK que desencadenan la activacion de
ERK en la sefializacion de receptores de citoquinas y factores de crecimiento (Kontaridis et
al., 2004). Sin embargo, SHP2 también ha sido propuesto como un regulador negativo de la
sefalizacién de receptores ITAM via su posible asociacion con receptores ITIM, al igual que lo

descrito en el parrafo anterior para SHP1 (Yusa y Campbell, 2003).

Por tanto, los papeles de inhibidor y activador de estas proteinas no estan tan definidos.
Por ejemplo, tanto SHP1 como SHP2 son reguladores negativos de la sefializacion por
citoquinas a través de desfosforilaciones en JAK y STAT. Asi, SHP1 es capaz de desfosforilar
a JAK1, JAK2, JAK3 y STAT5. Y SHP2 desfosforila a JAK2, STAT1 y STAT2. De hecho, por
ejemplo, un complejo formado por STAT5B y SHP1 se ha encontrado en el nicleo de células

de cultivo hepéaticas en respuesta a hormona del crecimiento. SHP1 actuaria, de esta forma,
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en la actividad de las citoquinas CSF-1, EPO e IL3. Mientras SHP2 influiria en la sefalizacién
de SCF, GM-CSF, IL3 y EPO. Revisado todo ello en (Tsui et al., 2006).

En cuanto al papel de SHP1 y SHP2 en la hematopoyesis, SHP1 actia como regulador
negativo en diversas patologias hematopoyéticas. Su metilacion ocurre en el 52% de los
casos de leucemia mieloide aguda y el 79% de los de leucemia linfocitica aguda. Esta
metilacién conduce a una inactivacion de SHP1, lo que activa la via Jak/STAT. En contraste
con estos tumores hematopoyéticos, en otros tipos de tumores epiteliales (prostata, ovario o
mama), donde SHP1 también se expresa, esta se encuentra sobreexpresada (revisado en
(Tsui et al., 2006)).

SHP2 esta involucrada en el mantenimiento de las HSCs, ya que, HSCs extraidas de
ratones que solo tienen una copia funcional de SHP2 no son capaces de llevar la repoblacién
de la médula 6sea a largo plazo (Chan et al., 2006). SHP2 disminuye la activacion de
Ras/ERK en la ruta de las MAPK disparadas por GM-CSF (Chan et al., 2006), pero es
requerida para la activacion de las MAPK cuando esta sefial es activada por el receptor c-Kit
en mastocitos (Yu et al., 2006). SHP2 tiene que inactivarse durante la activacion del receptor
de linfocitos T. Asi, para que tenga lugar la sefalizacion producida por este receptor SHP2,

debe inhibirse por oxidacidn, proceso que no se ha detectado para SHP1 (Kwon et al., 2005).

1.7.2 PTPN13.

PTPN13 es la proteina tirosina fosfatasa codificada por el gen PTPN13, que también es
conocida con el nombre de PTP-Bas, PTPL1, PTP1E y hPTP1le, FAP-1. En ratén es conocida
como RIP o PTP-BL. En la presente memoria, y para facilitar la lectura, nos referiremos a ella
como PTPN13 o mPTPN13 en ratén (del inglés mouse) Ampliamente revisado en (Erdmann,
2003).

PTPN13 es una PTP que se encuadra dentro de las PTP del tipo no receptor, ya que, al
igual que SHP1 y SHP2, carece de dominios transmembrana (Andersen et al., 2001), tiene un
peso molecular muy alto, alrededor de 270 kDa y una estructura modular donde se pueden
observar hasta 8 dominios diferentes. Estos dominios le dan a PTPN13 la posibilidad de
interactuar con numerosas moléculas y tener muy diferentes roles dentro de la célula. Desde
el extremo N-terminal al C-terminal nos encontramos con un dominio KIND, un dominio
FERM, 5 dominios PDZ y el dominio con actividad fosfatasa (Ciccarelli et al., 2003; Chishti et
al., 1998; Kennedy, 1995). Ademas, se conocen varias isoformas de PTPN13, y mas aun de
mPTPN13, algunas de ellas con la regién C-terminal donde se encuentra el domino fosfatasa
truncada, lo que, unido a la gran cantidad de moléculas que pueden interactuar con ella,

sugiere un papel importante como proteina de andamiaje (Banville et al., 1994). (Figura 1.10)
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KIND Dominio KIND
Dominio FERM

<> Dominio PDZ

Dominio PTP

Figura 1.10: Representacion esquematica de la estructura de PTPN13. Inspirado en Tonks, 2006.

Los diferentes dominios PDZ permiten a PTPN13 interactuar con numerosas moléculas.
Asi, esta descrito que la region PDZ1 interactia con el factor de transcripcion IkBa. (Maekawa
et al., 1999). PDZ2 es capaz de interactuar la proteina de superficie FAS (Sato et al., 1995) y
también con otras proteinas como el receptor de neurotrofinas p75"'" o proteinas RIL (Irie et
al., 1999; Cuppen et al., 1998). PDZ3 interactla con el citoesqueleto. PDZ4 se ha relacionado
con proteinas RIL y con receptores de efrinas. EI dominio PDZ5 no tiene interacciones con
proteinas conocidas, aunque, al igual que PDZ2 y PDZ3, puede interactuar con difosfatidil
inositol bisfosfato (Zimmermann et al., 2002). El dominio inicial KIND es un dominio homaologo
al modulo C de las quinasa y parece que no tiene actividad catalitica. Por ultimo, con los
dominios FERM, PTPN13 es capaz de interaccionar con el citoesqueleto de actina (Ciccarelli
et al., 2003). Figura 1.11.

Microtubules  ( BP75
Regulation of

Transcription

Regulation of
Actin

Regulation of
Actin and Tubulin

Figura 1.11: Representacion esquematica de las interaccione de PTPN13. Tomado de Erdmann, 2003.
En cuanto a la actividad PTP4&sica, se han descrito algunos sustratos de PTPN13 que

son capaces de interactuar con dominios PDZ in vivo. En diferentes lineas celulares se ha
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descrito desfosforilacion RIL, IkBa, EphrinB. En cuanto a experimentos in vitro, PTPN13 es
capaz de desfosforilar a c-src y a B-Catenina (Palmer et al., 2002; Cuppen et al., 1998;
Maekawa et al.,, 1999; Erdmann et al.,, 2000), actividad de la que nuestro grupo de
investigacion también ha aportado evidencias in vivo (Sardina et al., 2014).

La eliminacion del dominio catalitico de mPTPN13 no provoca un fenotipo muy acusado
en estos ratones. De hecho, los ratones siguen siendo viables y fértiles. Sin embargo, se
encontrdé que estos ratones presentaban defectos a la hora de reparar lesiones producidas en
los nervios motores (WANSINK; 2004). La supresion completa del gen de mPTPN13 provoca
una alteracion de la diferenciacion de linfocitos T, debido probablemente a alteraciones en la
fosforilacion de los STATS, probablemente STAT4 y STATS6 (Nakahira et al., 2007).

Se ha sugerido un papel de PTPN13 también en la regulacién de la citocinesis. Este
proceso es la Ultima etapa de la mitosis y es el encargado de dividir la célula en dos después
de la segregacion de los cromosomas. En células de mamiferos, al final de la anafase se
debe constituir un anillo de actina y miosina bajo la membrana plasmatica que ayuda a la
division del citoplasma por la contraccién del mismo. La localizacion durante este proceso de
PTPN13 estd muy regulada y en la anafase se sitda en cinturon medio y en el cuerpo medio
al final de la citocinesis. Esta regulacion seria debida a la interaccion entre el domino FERM
de PTPN13 y los filamentos de actina. Ademas, la sobreexpresiéon de mPTPN13 en células
HelLa disminuye el nimero de células polinucleadas (Herrmann et al., 2003). Con el dominio
PDZzZ2 de PTPN13 es capaz de interactuar la proteina de superficie FAS aunque no lo hace
mPTPN13. Por ello, PTPN13 podria estar relacionado con fendmenos de apoptosis regulando
negativamente la sefializacién de Fas; lo que se ha observado en diferentes lineas celulares

tumorales (Sato et al., 1995).

1.7.3 Las ROSregulan alas PTPS.

La actividad de las PTPs puede regularse a través de los niveles de expresion, por
promotores alternativos o de la maduracion del ARNm (“splicing” alternativo). También se
regulan a nivel postraducional con diferentes localizaciones celulares, unién especifica de
ligandos y modificaciones covalentes como son las fosforilaciones, protedlisis y las
oxidaciones (Tonks, 2013). De hecho, la oxidacion de PTPs es uno de los principales modos
de regulacion de las PTPs, que son muy sensibles a la oxidacion, algo descrito en nuestro
grupo de investigacion hace ya algunos afios (Hernandez-Hernandez et al., 1999). Esta
oxidacion provoca una inactivacion en las PTPs (Meng et al., 2002), pero también inhibe
serina-treonina fosfatasas o a quinasas como MEKK1, AKT, PKA o PKC (Sardina et al.,
2012). Sin embargo, la oxidacion también produce una activacion de las quinasas de la familia
Scr (Giannoni et al., 2010) o de la actividad de la GTPasa (Adachi et al., 2004).
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En el caso concreto de las PTPs, esta sensibilidad a la oxidacion es debida a la
oxidacion de residuos de cisteina, un aminoacido que se encuentra en la estructura y en el
centro activo de las PTPs. La cisteina del centro activo estd conservada porque es
imprescindible para la catalisis que lleva a cabo la fosfatasa. La cadena lateral de la cisteina
esta formada por un grupo SH y, para que esta sea funcional, el azufre se debe encontrar en
forma de tiol (S) o de sulfidrilo (SH). Sin embargo, cuando algunos oxidantes, por ejemplo el
H,O,, reaccionan con ella, la molécula de azufre se oxida a &cido sulfénico (SOH), estado en
el cual la cisteina no puede llevar a cabo la accion catalitica. Si las concentraciones de
oxidante son altas, el estado del grupo sulfato de la cisteina puede llegar a acido sulfinico
(SO,H) o &cido sulfénico (SOzH). En estos estados de oxidacion de la cisteina las PTPs
tampoco pueden llevar a cabo la catdlisis. La oxidacién a acido sulfénico es reversible en

contextos fisioldgicos (Ostman et al., 2006) (Figura 1.12).

Oxidacién Oxidacién
(ROS) adicional PTP-Cys-SO,
PTP-Cys-SH PTP-Cys-SOH
Reduccion PTP-Cys-SO
(GSH) g

Figura 1.12: Representacion esquematica de los estados de oxidacidn de las cisteinas de las PTPs. Tomado de Ostman et
al, 2006.

Por ello, las PTPs son un firme candidato a intervenir en la regulacion de la sefializacion
mediada por las especies reactivas del oxigeno (ROS) (de sus siglas en inglés Reactive
Oxygen Species). Las ROS tradicionalmente se han relacionado con efectos perniciosos para
la célula. Ya a mediados del siglo pasado se relacion6 al oxigeno y al perdxido de hidrégeno
con dafios en el metabolismo del cerebro (Mann y Quastel, 1946). Sin embargo, desde hace
algun tiempo se han descrito a las ROS como moduladores fisiol6gicos de muchos procesos
bioguimicos de la célula. A principios de este siglo ya se recogen revisiones en las que se
habla de la implicacion en la sefializacion celular de las ROS (Thannickal y Fanburg, 2000) ,
implicandose a las ROS en la expresion génica (Goldstone et al., 1996) o en la regulacion de
sefializacion (Tatla et al., 1999). En este sentido, nuestro grupo de investigacion demostré
recientemente, por primera vez, como la produccion de ROS es imprescindible para el
desencadenamiento de la diferenciacion megacariocitica (Sardina et al., 2010). Estos y otros
indicios han llevado a la comunidad cientifica a acufiar el término anglosajon de “Redox

Signaling” que quiere englobar a estos efectos regulatorios de las ROS en la célula.

Aun asi, estamos lejos de conocer como es exactamente el mecanismo de accién por el
cual las ROS son capaces de actuar en la sefalizacion celular. Dentro de lo que hemos

denominado ROS existe una gran cantidad de especies distintas donde las mas comunes de
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estas formas parcialmente reducidas del oxigeno son el anion superoxido (O,), el perdxido de
hidrogeno (H,O) y el radical hidroxilo (OH") (Turrens, 2003). Ademas, las fuentes de
produccion de las ROS en la célula son diversas, las principales son: los complejos
enzimaticos de la cadena de transporte electronico mitocondrial, el complejo enzimatico de la
xantina oxidorreductasa y el complejo enzimético de la familia de las NADPH oxidasas
(abreviado como Nox). Cuantitativamente, el principal productor de ROS es la mitocondria.
Sin embargo, las Nox tienen una cualidad que no presenta el resto de sistemas productores
de ROS, y es que a este sistema no se le conoce ninguna otra funcion aparte de producir
ROS (Paravicini y Touyz, 2008). Ademas, presentan una biologia muy interesante, ya que se
conocen hasta 7 isoformas de esta familia. Su patron de expresion depende del tipo celular y
siempre estin asociadas para su actuaciéon a la membrana, ya sea a la membrana externa o
a membranas internas. Debido a estas premisas, un concepto que aln debe ser discernido en
cuanto a la biologia de las Nox es si existe redundancia o especificidad en las funciones de

las diferentes Nox.
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2. OBJETIVOS

La diferenciacion hematopoyética esta controlada por numerosas citoquinas que afectan a la
multipotencialidad de las HSCs y al camino que éstas deben tomar. En muchas ocasiones la
sefalizacién intracelular estimulada por estas citoquinas va a depender de los niveles de
fosforilacion de diferentes proteinas sefializadoras. En concreto, los niveles de fosforilacién en
tirosina estan regulados por el equilibrio entre la PTKs y PTPs. Aunque existen evidencias de
que las PTPs intervienen en la sefializacion que conduce a la megacariopoyesis y a la
hematopoyesis (Pao et al., 2007), el mecanismo por el que las PTPs regulan estos procesos
no esté aun dilucidado. Uno de los mecanismos conocidos de regulacién de la actividad de
las PTPs es la oxidacion de su centro activo por las ROS (Meng et al., 2002). Nuestro grupo
de investigacion ha demostrado recientemente que una produccion transitoria de ROS es
necesaria para la diferenciacion megacariocitica (Sardina et al., 2010). Debido a la
sensibilidad de las PTPs a los procesos de oxidacion, pensamos que el inicio de este proceso
de diferenciacion pueda verse acompafiado de la inactivacion de algunas PTPs. Es
interesante sefalar que se ha implicado a SHP1 y SHP2 en la diferenciacion megacariocitica
(Mazharian et al., 2013), y que estas PTPs pueden ser reguladas por ROS (Meng et al.,
2002).

Ademas, nuestros resultados sugieren la implicacion de PTPN13, una fosfatasa de alto peso
molecular en la diferenciacion megacariocitica. Recientemente se ha demostrado una posible
relacion funcional entre PTPN13 y B-Catenina (Huang et al., 2013). El papel de p-Catenina en

la hematopoyesis de mamiferos es controvertido (Luis et al., 2012).

Por tanto, el OBJETIVO GENERAL que nos propusimos en esta Tesis Doctoral era estudiar
el papel y la regulacion de las PTPs y B-Catenina en la diferenciacion hematopoyética. Dicho

objetivo general se concreto en los siguientes objetivos concretos

1. Estudiar la implicacién de las proteina tirosina fosfatasas SHP1 y SHP2 y su
regulacion por oxidacién durante la diferenciacion megacariocitica.

1.1 Averiguar si SHP1 y SHP2 son importantes para la diferenciacion megacariocitica.

1.2 Analizar las principales rutas de sefializacion implicadas en la diferenciacion
megacariocitica y su posible relacion con SHP1 y SHP2.

1.3 Estudiar la actividad de SHP1 y SHP2 durante la diferenciacion megacariocitica.

1.4 Analizar si fendmenos que alteran la actividad de SHP1 y SHP2, fosforilacion u
oxidacion, estan implicados en la regulacion de estas proteinas en la diferenciacion

megacariocitica.
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2 Estudiar el papel de PTPN13 y B-Catenina durante la hematopoyesis.

2.1 Comprobar si PTPN13 y B-Catenina trabajan juntas durante la diferenciacion
megacariocitica.

2.2 Estudiar si PTPN13 y B-Catenina acttan en la diferenciacion de otros linajes de la
hematopoyesis.

2.3 Analizar si PTPN13 y B-Catenina estan implicadas en la regulacion de las células
madre hematopoyéticas.

2.4 Estudiar si algunas citoquinas del nicho hematopoyético pueden modular a PTPN13
y/o B-Catenina.
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3.

MATERIAL Y METODOS

3.1

Aparatos

Agitador balancin BFR 25 de “Grant Boekel”.

Agitador magnético Minimix de “OVAN”.

Aparatos de electroforesis horizontal: GNA 100 de “Pharmacia Biotech” y “BioRad
DNA Sub Cell™.

Autoclaves: Steam Sterilizer de “Raypa” y Autester-G de “Selecta”.

Balanza analitica 40SM-200A de “Precisa”’ y granataria Electronic Scale de “Want”.
Bafio termoregulables: SBS TFB serie B, Memmert y Retostat.

Camara Gel Logic 100 Imaging System de “Kodak”

Campanas de flujo laminar ESCO class Il BSC , de “Labcultures” y Telstar Bio IIA,
class Il cabinet, de “Fisher”.

Centrifugas: Allegra™ 21R Centrifuge y Avanti’™ J-25 Centrifuge de “Beckman’,
Optima™ XL-100K Ultracentrifuge de “Beckman coulter’ , Sorvall Legend Micro 21R
Centrifuge de “Thermo Scientific’, IEC MicroCL 17 Centrifuge de “Thermi Electron
Corporation” y 5810R Centrifuge de “Eppendorf’, Cytospin2 de “Shandon”.

Citémetros FACSaria, FACSarialll y FACSCalibur de “Becton Dickinson Biociences”.
Congeladores: de -20° C “IGNIS” y de —80° C Forma —86C ULT Freezer de “Thermo
Electron Corporation”.

Contenedor de nitrégeno liquido “Thermo Forma”.

Densitometro CS-9000 de “Shimadzu”

Escaner Hewlett-Packard, modelo Scanjet 3C.

Incubador modelo 311 de “Thermo scientific”, y Orbital Shaker de “Thermo Forma”.
Lectores de ELISA: Multiskan FC de “Thermo Scientific’ y Varioskan Flash “Thermo
Electron Corporation”.

Maquina de revelado para Western “Medical X-ray Processor” de “Kodak”.
Microscopios de luz invertida: Olimpus 1X51 y Nikon TMS.

Nanodrop 1000 Spectophotomer “Thermo scientific”

pH-metro Crison micropH 2001.

Roller mix (agitador) de “Ovan”

Secuenciador capilar automatico 3100 Genetic Analyzer de “Applied Biosystems
Hitachi”.

Sistema de electroforesis vertical, sistema para el montaje de los cristales y

polimerizacién de los geles de poliacrilamida de “BioRad”.
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e Sistema de purificacion de agua ultrapura Milli Q (Millipore).

e Termocicladores: Mastercycler epgradient de “Eppendorf” y Step One Real Time PCR
System de “Applied Biosystems”.

e Transiluminador TFX 35M de “Vilber Lourmat”.

e Unidades de corriente: Electroforesis Power Suply EPS 200 de “Pharmacia Biotech”,
GPSU-200/100 de “BioRad DNA Sub Cell™ y “Power Pac HC y Power Pac Basic de
“BioRad”

e Otros aparatos de uso frecuente en el laboratorio.

3.2 Reactivos.

Todos los productos empleados en este trabajo fueron de calidad analitica.

e De Fermentas (Domaine de Saint Paul, Francia), fueron adquiridos los
desoxirribonucleétidos trifostato (dATP, dGTP, dTTP, dCTP), el “DNA extranction kit” y

el marcador de tamafio de DNA “Gene Ruler™ DNA Ladder Mix” .

o De Miltenyi Biotec (Madrid, Espafia) se obtuvieron los medios de cultivo semisélido
en metilcelulosa “HSC-CFU basico”. Ademas de los anticuerpos de citometria: FCcR
Bloking, CD127, CD16/32, CD3e, CD11b, CD19, CD117, CD4, CD8a, CD44, CD25,
B220, anti-Grl, anti-Sca-1, anti-Ter-119, anti-lgm, anti-Ki67, CD45, la mezcla para
deteccion de células linaje positivas y el fluoréforo unido a estreptavidina todos ellos
reconocen proteinas de raton. También fueron adquiridas a este distribuidor las
citoquinas recombinantes de ratén: interleuquina (IL-3), factor de células madre (SCF),
trombopoyetina (TPO), el ligando de FLT3y la interleuquina 18 (IL1pB).

e El anticuerpo a-IgG de ratdn conjugado con peroxidasa de rabano (HRP), el sistema
de revelado de los Westerns (“ECL plus Western Blotting Detection System”), las
peliculas hyperfilm-ECL, las membranas de difluoruro de polivinilideno (PVDF) y el kit
de extraccion ARNspin fueron suministrados por GE Healthcare Limited

(Buckinghamshire, Reino Unido).

e El anticuerpo anti ox-PTP, y las citoquinas humanas CXCL12 y SCF fueron adquiridas

a RD system (Madrid, Espafia).

e El anticuerpo anti phospho-STAT5 (Y694) procede de Cell Signalling Technology
(Danvers MA, USA).

e El extracto de levaduras, el agar bactereolégico, la agarosa, la agarosa de bajo punto
de fusion y la bactotriptona fueron proporcionados por Laboratorios Conda (Torrejon
de Ardoz, Madrid, Espafia).
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El marcador de peso molecular para SDS-PAGE “BenchMark™ Prestained Protein
Ladder”, el inhibidor de RNAsa (RNAsa Out® ), la Transcriptasa reversa (SuperScript®
Il Reverse Transcriptase), el dithiothreitol (DTT) vy el anticuerpo a-rabbit IgG-HRP
(Zymed) fueron suministrados por Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)".

El Power SYBR® Green (PCR Master MIX) fue proporcionado por Applied
Byosistems (Warrington, UK).

La acrilamida, bisacrilamida, dodecil sulfato sddico (SDS), persulfato amoénico,
N,N,N",N",-tetrametil-etilendiamida (TEMED) fueron adquiridos en Bio-Rad

Laboratories (Barcelona, Espafia).

La ligasa “T4 DNA Ligase”, la T4 polinucleétido Kinasa y las endonucleasas de

restriccion procedian de Takara (Saint-Germain-en-Laye, Francia).

La Polietilanimina lieal (MW 25000) (PEI) fue proporcionada por Polysciences, Inc

(Eppelheim, Alemania).

Los anticuerpos de raton CD41, CD42d, CD61, Cd135, CD34, CD127 se adquirieron a
eBioscience. (Barcelona, Espana).

Los anticuerpos secundarios anti-cadenana ligera de conejo y ratén unidos a
peroxidasa de rabano fueron adquiridos a Jackson ImmunoResearch Inc. (Baltimore
Pike).

Los anticuerpos, phospho-ERK (E-4) , ERK 1 (K-23) y STAT5 (H-134), B-Catenina,
PTPN13, fosfo-SHP1, fosfo-SHP2, SHP1, SHP2, PTP1B fueron adquiridos de Santa
Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA).

Los Kits de extraccion de DNA plasmidico “HiPure Plasmid Midiprep” , “HiPure
Plasmid filter Maxiprep” y “PureLink® Quick Plasmid Miniprep” fueron proporcionados
por Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)".

Los Kits de extraccion de DNA plasmidico “Qiagen® Plasmid Plus Midi Kit” y
“Endofree® Plasmid Maxi Kit” fueron obtenidos de Qiagen (Hilden, Alemania).

Los oligonucledtidos para RT-qPCR y para la interferencia del ARN mensajero de las
proteinas, la pironina y, la saponina y el anticuerpo anti GAPDH fueron suministrados
por Thermo Fisher Scientific In. (Rockford, USA).
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¢ El anticuerpo anti-B-tubulina , bromuro de etidio, mezcla de inhibores de proteasas, el
difenileneiodonium (DPI) , dimetilsulfoxido (DMSO) , 4’-Hydroxy-
3’'methoxyacetophenon (Apocinina), ioduro de propidio (IP), ribonucleasa A,
seroalbumina bovina (BSA), TRI-reagent, tris(hidroximetil)aminometano (TRIZOL),
Triton X-100 y Tween 20 (polioxietileno 20 sorbitan monolaurato), Acido lodoacético

(IAA) fueron suministrados por Sigma Chemical Co (Madrid, Espafia).

e Por LONZA (Barcelona, Espafia) y Biowest (Madrid, Espafia) fueron suministrados la
estreptomicina, medios de cultivo RPMI 1640 y DMEM, L-glutamina, penicilina, y
tripsina-EDTA.

e Los restantes productos empleados en este trabajo fueron proporcionados por Probus
(Badalona, Espafia) o Panreac (Castellar del Vallés, Espafia) o Thermo Fisher
Scientific In. (Rockford, USA).

3.3 Materiales.

3.3.1 Material biolégico.

3.3.1.1 Lineas celulares.

Para el presente estudio se utilizaron: células HEL y K562 que son dos lineas
celulares eritroleucémicas, células HEK 293T que son una linea celular tumoral de rifién
embrionario humano y células hMSC-TERT que son una linea celular procedente de células
mesenguimales humanas inmortalizadas.

3.3.1.2 Animales de experimentacion.

También se utilizaron ratones C57BL/6 fueron proporcionados por Charles River
Laboratory y por el animalario OMG del servicio de experimentacion animal de la Universidad
de Salamanca (SEA). Los ratones de entre 8 y 12 semanas de edad fueron mantenidos y
estabulados en el SEA en jaulas de hasta 6 individuos a temperatura de 20-22 °C, con
periodos de luz-oscuridad de 12 h, con libre acceso a comida y agua. Fueron manipulados de
acuerdo a las directivas europeas y con la aprobaciéon del Comité de Bioética de la
Universidad de Salamanca. De estos ratones se utilizaron células de 4 organos: bazo, timo,

sangre periférica (SP) y medula 6ésea (MO).

3.3.1.3 Cepas bacterianas

Como cepa bacteriana se utilizé Escherichia coli DH5a, una cepa bacteriana con elevada

competencia utilizada para transformar por choque térmico.
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3.3.2 Material informaético.

Adobe Photoshop: Procesamiento de las imagenes.

Cell Quest Pro “BD Biociences”, Flowing software 2, Infinicyt: Se emplearon

estos programas para la adquisicion y andlisis de las muestras de citometria de flujo.

DP Controller “Olimpus”: Realizacion de fotografias al microscopio de luz invertida
Olimpus 1X51.

IBM SPSS Statistics 21: Analisis estadistico.

Paquete DNA STAR, Primer 3: Se emplearon este software programas de este para

el analisis de secuencias de ADN y el disefio de oligonucledtidos.

Paguete Microsoft Office: Realizacién de la redaccién del trabajo, construccién de

figuras y analisis de resultados.

Quantity One: programa utilizado junto al transiluminador para visualizar y analizar la

electroforesis en geles de agarosa.

StepOne Software v.2.1: para el disefio y analisis de las reacciones de PCR
cuantitativa o Tiempo Real.

3.4 Medios de cultivos.

3.4.1 Medios de cultivos celulares.

RPMI 1640-10% FBS/PS/GIn: RPMI 1640 suplementado con FBS 10% (inactivado por
calentamiento a 55°C durante 1h), 100 U/ml de penicilina, 100 U/ml estreptomicina, y L-
glutamina 2 mM.

DMEM-10%FBS/PS/GIn: DMEM suplementado con suero fetal bovino (FBS) 10%
(inactivado por calentamiento a 55°C durante 1h), 100 U/ml de penicilina, 100 U/ml

estreptomicina, y L-glutamina 2 mM.

IDMD-20%FBS/PS/GIn: suplementado con suero fetal bovino (FBS) 20% (inactivado por
calentamiento a 55°C durante 1h), 100 U/ml de penicilina, 100 U/ml estreptomicina, y L-
glutamina 2 mM.

MEDIO DE CULTIVO SEMISOLIDO EN METILCELULOSA “HSC-CFU basic”:
Contiene: IMDM, L-Glutamina, metilcelulosa, suero fetal bovino, albdmina de suero
bovino y 2-Mercaptoetanol. Permite la adicion de factores de crecimiento o citoquinas

a eleccion. Se suplemento con TPO 100 ng/ml y IL1B8 10 ng/ml ambas de raton
(mTPO, mIL1B).
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3.4.2 Medios de cultivos bacterianos.

e LB (Luria-Bertoni): Extracto de levadura 0,5%; bactotriptona 1%; NaCl 1%; NaOH
ImM.

e LB-Agar: Extracto de levadura 0,5%; bactotriptona 1%; NaCl 1%; NaOH 1mM; agar
bacterioldgico 1,5%.

3.5 Soluciones y tampones.

Todas las soluciones empleadas se prepararon con H,O ultrapura excepto cuando se muestra
algo diferente.

e PBA: EDTA5 mM, BSA 0.5% en PBS

e PBS (Solucion amortiguadorta de fosfatos): NaCl 137mM; KCI 2,7 mM; Na,HPO,
100mM; KH,PO42mM; pH 7,0.

e Pervanadato: Vanadato 200 uM con de peréxido de hidrégeno 200 pM.

o Poliacrilamida al 40%: acrilamida al 38.96% vy bis-acrilamida al 1.04%.

e Solucion de arrastre de los anticuerpos unidos a una membrana de transferencia
de Western (Solucién de arrastre):. Tris 62,5 mM pH 6,8; SDS 2% plv; B-
mercaptoetanol 100 mM.

e Solucion de bloqueo: leche desnatada al 5% 6 BSA al 2% en tampén de lavado (TBS-
tween).

e Solucién de lisis de las células de la serie roja (SLSR): NH,CL 0,155 M , KHCO3; 10
mM , EDTA 10 mM a pH 7,4.

e Solucion de precipitacion/purificacion de ADN (Fenol/cloroformol/isoamilico):
Fenol/cloroformo 1:1. El cloroformo se estabiliza con alcohol isoamilico 4%. La mezcla se
cubre con Tris-HCI 10 mM pH 8.

e Solucidon de trabajo de ioduro de propidio: IP 50 ug/mL; Ribonucleasa A 0,1 mg/ml; en
PBS 1.

e Solucion Hepes: Hepes 200mM pH 7.4.

e Solucion NASS: Solucion de marcaje de acidos nucleidos. pH 4.8: NaCl 0,15 M en tampoén
fosfato citrato0.1 M, EDTA 5 mM, BSA 0.5% (Seroalbumina bovina)

e Tampédn concentrante: Tris 0,5 M, pH 6,8 ajustado con HCI.

e Tampdn de anillamiento: Acetato sédico 100 mM; Acetato de magnesio 2 mM; HEPES
30 mM. Se ajust6 a pH 7,4 con KOH.

e Tampdn de carga o de muestra para proteinas: Tris 125 mM; SDS 2%; glicerol 5% v/v;

azul de bromofenol 0,003%; B-mercaptoetanol 1%. Se ajusté a pH 6,8 con HCI.
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e Tampon de electroforesis de agarosa (TAE) (Tris-Acético-EDTA): Tris 40 mM; Acido
acético glacial 20 mM; EDTA 2 mM.

e Tampodn de electroforesis para Western: Tris 25 mM; Glicina 200 mM y SDS al 0,1%,
se ajustd a pH 8,3 con HCI. Diluido 5 veces para su uso.

e Tampodn de lavado (TBS-tween): Tris 10 mM, NaCl 100 mM y Tween 20 0,05%, se
ajustoé a pH 7,5 con HCI.

e Tampoén de lisis MLB: HEPES 25 mM pH 7,5; NaCl 150 mM, Igepal 1%, glicerol 10%,
MgCl, 10 mM, EDTA 1mM, NaF 25 mM, NasVO, 1mM e inhibidores de proteasas.

e Tampoén de actividad PTPs: Hepes 50 mM pH 7,2, NaCl 60 mM, KCI 50 mM y EDTA 5
mM.

e Tampodn de lisis oxidacién de PTPs: Triton X-100 0,5%, &cido desoxicolato 0,5%, NaCl
150 mM, Tris 20 mM pH 7,5, EDTA 10 mM y pirofosfato sodico 30 mM.

e Tampon de transferencia: Tris 25 mM; glicina 190 mM; metanol 20% v/v.

e Tampédn separador: Tris 1,5 M, pH 8,8 ajustado con HCI.

e Tampédn STET: Sacarosa 15%; Tris-HCI 50 mM pH 8; EDTA 50 mM pH 8; Triton X-100
1%.

e TE (Tris-EDTA): Tris 10 mM; EDTA 1 mM.

e Vanadato: Solucién de trabajo preparada con vanadato sodico 200 mM. Para prepararla se
afiadieron unos pl de HCI hasta que la solucion se volvié amarilla. Posteriormente se
hirvieron durante 3 minutos. Desapareciendo el color amarillo. Se enfrio en hielo y se
repitieron estos pasos hasta que el color amarillo era estable después de haber hervido

durante 5 minutos. Aproximadamente 3 6 4 repeticiones fueron necesarias.

3.6 Métodos

3.6.1 Cultivos celulares

Las células HEL y K562 Se crecieron a una densidad de entre 2 x 10° células/ml y 5 x
10° células/ml en RPMI 1640-10%FBS/PS/GIn. Para cambiar el medio se centrifugaron a 300
X g durante 5 minutos a 4°C. Se lavaron con tamp6onPBS. Se crecieron a 37 °C en atmosfera
de CO,. Se pueden diferenciar tanto a megacariocitos como a eritrocitos. La diferenciacion a
megacariocitos se llevé a cabo tratando las células con Forbol 12-Miristato 13 Acetato (PMA)
20 nM en células a una concentracion de 3x10°, recogiéndose muestras a distintos tiempos.
Para inhibir la actividad NADPH oxidasa se utilizé Difenil iodonium (DPI). Para estimularlas
con citoquinas: se preincubaron antes de afiadir la citoquina durante 16 horas en RPMI 1640
sin suplementar con FBS y posteriormente se les afiadio TPO 100 ng/ml, Wnt3a 100 ng/ml,
CXCL12 100 ng/ml o SCF 100 ng/ml en el medio sin suero. Para tratarlas con el medio

proveniente de hMSC-TERT se preincubaron durante 16 horas con DMEN sin FBS.
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Posteriormente se recogieron por centrifugacion en las condiciones arriba indicadas y se
sembraron en medio donde la linea célular A(MSC-TERT habia crecido durante 72 horas.

Las células HEK 293t y hMSC-TERT: Se crecieron adheridas a superficie en DMEM-
10%FBS/PS/GIn, cambidndolas a una superficie 3 0 4 veces mayor. Para ello, cuando se
encontraban confluentes, se incubaron con tripsina para desprenderlas del sustrato, previo
lavado con PBS. Se crecieron a 37 °C en atmosfera de CO; al 5%.

Las células Lin- se cultivaron durante los tiempos que se indican en cada seccion en
IDMD- 20% FBS /PS/GIn suplementadas con TPO 100 ng/ml y IL18 10 ng/ml para llevar a
cabo la diferenciacion megacariocitica o IL-3 10 ng/ml, SCF 10 ng/ml, TPO 10 ng/ml y el
ligando de FLT3 10 ng/ml para mantenerlas indiferenciadas o transducirlas con los virus
correspondientes.

Cuando se infectaron con virus, se mantuvieron con ellos durante 24 horas a 37 °C en
atmosfera de CO, al 5% y a continuacién se lavaron 2 veces con PBS y se resuspendieron
en:

- PBS para trasplantarlas al ratén

- IDMD- 20% FBS/PS/GIn con TPO 100 ng/ml y IL18 10 ng/ml para que
desarrollaran la diferenciacion megacariocitica.

- HSC-CFU bésico con TPO 100 ng/ml y IL18 10 ng/ml para formar colonias
formadoras de megacariocitos.

- IDMD-20%FBS/PS/GIn con IL-3, SCF, TPO y el ligando de FLT3 10 ng/ml para

mantenerlas indiferenciadas.

3.6.2 Extraccion de las células de los diferentes compartimentos de ratones
C57BL/6

3.6.2.1 Células de la médula 4sea.

Para su obtencidn se extrajeron las tibias y los fémures se cortaron estos huesos a la
altura aproximada de las metafisis con un bisturi. Las epifisis se desecharon y se utilizaron
para extraer las células las diafisis. Se introdujo una aguja de 25G en el corte que se habia
realizado en el hueso y se inyecté PBS a través de la médula de la diafisis, recogiendo el PBS
con las células que salen por la parte distal en una placa de cultivo. Se puede observar que
se ha realizado con éxito la operacién porque la médula interior del hueso pierde el color rojo

caracteristico de contener eritrocitos.

Para extraer las células mas firmemente unidas a la matriz del hueso se trocearon los
huesos después de someterlos al proceso anterior y se trataron durante 2h en agitacion fuerte

y 37 °C con colagenasa y dispasa 2 mg/ml.
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3.6.2.2 Ceélulas del bazo.

Se extrajo el bazo del raton, se troceo sobre un portaobjertos y se homegeneiz6 con la

ayuda de otro portaobjetos.

3.6.2.3  Células del timo.

Después de extraer el timo se utilizo la misma técnica que con las células del bazo.

3.6.2.4 Células de sangre periférica.

Se hicieron extracciones de sangre desde la vena submandibular y directamente

desde el ventriculo izquierdo en tubos EDTA K3.

Todas estas células excepto las de la sangre periférica, se pasaron por un tamiz de 70
um de poro. Posteriormente las células se centrifugaron a 4 °C durante 10 minutos y 300 x g.
Se deseché el sobrenadante y el sedimento celular se incubd durante 20 minutos en hielo en
la solucion de lisis de la serie roja (SLSR), 155 mM de NH,Cl, 10 mM de KHCO; y 10 mM de
EDTA pH 7,4, las células de la sangre periférica se resuspendieron directamente en esta
solucion de lisis de la serie roja. Con esto se lisaron las células no nucleadas, es decir los
eritrocitos maduros. A continuacién se lavaron con PBS, centrifugdndose en las condiciones

anteriores estando asi preparadas para su procesado posterior.

3.6.2.5 Obtencion de las células linaje negativas (Lin-).

A partir de las células de la MO y después de lisar la serie roja se separaron las
células linaje negativas siguiendo las instrucciones del Miltenyi Biotec. A grandes rasgos el
proceso consiste en marcar las células de la médula ésea con una mezcla de anticuerpos
(CD5, CD45R (B220), CD11b, Gr-1 (Ly-6G/C), 7-4, y Ter-119), que estan unidos a biotina y
posteriormente se afiade estreptavidina unida a pequefias esferas de hierro que es atraido
por magnetismo. Esta mezcla se pasa por una columna magnética, por lo que las Unicas

células que salen de dicha columna son las que no estan unidas a ningan anticuerpo (Lin-).

3.6.3 Citometria de flujo

3.6.3.1 Andlisis de marcadores

Para medir los niveles de los diferentes marcadores megacariociticos (CD61a y CD41)
las células HEL y K562 se recogieron trascurridas 48 horas de estimulacion con PMA.
Transcurrido el tiempo de diferenciacion, las células fueron procesadas para su analisis por
citometria de flujo de la siguiente forma. 10° células se resuspendieron en 50 pl de PBS en un

tubo de citometria. Se afadieron la cantidad de los distintos anticuerpos (CD41, CD61a)
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unidos a fluorocromos siguiendo las instrucciones del fabricantes durante 20 minutos a
temperatura ambiente y en oscuridad. Se lavaron con 3 militros de PBS y se centrifugaron en
las condiciones que se indicaron anteriormente. Se aspiro el sobrenadante y las células se
resuspendieron en 200 pl para su adquisicién en el clitbmetro de flujo.

Para experimentos in vitro de diferenciacion megacariocitica, las células Lin- cultivadas
en IDMD- 20% FBS/PS/GIn suplementadas con TPO 100 ng/ml y IL18 10 ng/ml durante 5 o
12 dias. Posteriormente se recogieron y resuspendieron en 50 pl de PBA. Se afadieron la
cantidad recomendada de los distintos anticuerpos unidos a fluorocromos (CD41, CD61a y
CD42d) durante 20 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad. Se lavaron con 3 militros
de PBS y se centrifugaron en las condiciones que se indicaron anteriormente. Se aspiro el
sobrenadante y las células se resuspendieron en 200 pl para su adquisicion en el clitbmetro
de flujo FASCalibur.

Para los experimentos in vitro de células Lin- y LSK, las células después de las 24
horas de presencia de los virus, se lavaron dos veces con PBS y se cultivaron durante 5 0 12
dias en medio IMDM suplementado al 20% con FBS, 100 unidades por mililitro de penicilina y
de estreptomicina y 2 mM de L-glutamina e IL-3, SCF, TPO y FLT3 10 ng/ml durante 5 dias.
Posteriormente se recogieron y resuspendieron en 50 pl de PBA. Se afiadieron la cantidad
recomendada de los distintos anticuerpos unidos a fluorocromos (c-Kit, Sca-1) y el céctel Lin+
unido a biotina durante 20 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad. Se lavaron con 3
militros de PBS y resuspendieron en 50 pl de PBA. A continuacion se afadié un anticuerpo
unido anti biotina unido a fluorocromo durante 20 minutos a temperatura ambiente y en
oscuridad. Se lavaron con 3 militros de PBS y se centrifugaron en las condiciones que se
indicaron anteriormente. Se aspir6 el sobrenadante y las células se resuspendieron en 200 pl

para su adquisicion en el clitbmetro de flujo FASCalibur.
3.6.3.1.1 Medida de los diferentes linajes sanguineos en ratones

Después de ocho semanas desde el trasplante, los ratones se sacrificaron para llevar a cabo
el andlisis de los diferentes 6rganos como se indica en el 3.6.2 marcandose posteriormente

las células del siguiente modo:

En primer lugar se sometieron a un bloqueo con FcR bloking (Miltenyi Biotech) que en
realidad es el anticuerpo CD16/32 sin ningun fluorocromo durante 10 minutos a temperatura
ambiente y en oscuridad. Este paso es recomendando por la mayoria de las casas
comerciales y evita la aparicion de uniones inespecificas de los anticuerpos que se van a

utilizar después. Siempre que fue posible se marcaron un millén de células utilizando la
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cantidad de anticuerpo que indicaba la casa comercial pertinente. Los anticuerpos que se

utilizaron fueron los siguientes.

Megacariocitos: CD41+, CD61+ y CD4d+ en médula 6sea.

Linea eritroide: Anti-Terl19+ en médula 6sea, sangre periférica y bazo.
Granulocitos: CD11+, Anti-GR1+ en médula 6sea, sangre periférica y bazo.
Macréfagos: CD11+, Anti-GR1- en médula 6sea, sangre periférica y bazo.

Células T: CD3+ en timo y sangre periférica; Linfocitos T dobles negativos (DN): CD3+,
CD4- y CD8- en timo; Linfocitos T dobles positivos (DP): CD3+, CD4+ y CD8+ en timo;
Linfocitos T CD4: CD3+, CD4+ y CD8- en timo, Linfocitos T CD8: CD3+, CD4- y CD8+ en
timo. Maduracién de linfocitos T: DN1 CD3+, CD4-, CD8- CD25- y CD44+ en timo; DN2
CD3+, CD4-, CD8- CD25+ y CD44+ en timo; DN3 CD3+, CD4-, CD8- CD25+ y CD44- en timo
y DN4 CD3+, CD4-, CD8- CD25- y CD44- en timo.

Células B: CD19+ y/o anti-B220+ en bazo, sangre periférica y médula ésea. Maduracién de
los linfocitos B: Células ProB: anti-B220+, CD43+, anti-lgM- en médula 6sea, células Pre-B:
anti-B220+, CD43-, anti-IlgM- en médula Osea; Células B inmaduras anti-B220+, CD43- anti-

IgM+ en médula 6sea.

Progenitores de raton todos en médula 6sea: LSK: Lin-, Sca-1+, c-kit+; LT-HSC: LSK, CD34-,
Flt3-; ST-HSC: LSK, CD34+, Flt3-; LMPPs: LSK, CD34+, FIt3+; MEP: Lin-, Scal-, cKit+, IL-
7Ra-, CD34-, CD16/32-; GMP: Lin-, Scal-, cKit+, IL-7Ra-, CD34+, CD16/32+; CMP: Lin-,
Scal-, cKit+, CD34+, CD16/32-; CLP: Lin-, Sca1®® , cKit*® , IL-7Ra +.

Celulas Lin- y LSK después del tratamiento con colagenasa/dispasa: se utilizd6 el mismo
marcaje que para los experimentos in vitro de células Lin- y LSK. Ademas como control de

células hematopoyéticas se introdujo el marcador CD45.

Todos los anticuerpos se marcaron durante 20 minutos a temperatura ambiente y en
oscuridad con las células resuspendidas en 50 yl PBA. Posteriormente se lavaron una vez
con PBS y se resuspendieron en un volumen aproximado de 200 pl para su adquisicion en el

citbmetro.

Cuando los fluorocromos fueron hasta 4, 3 de anticuerpos y ademas la GFP las células se
adquirieron en el FASCalibur, un citbmetro que permite analizar cuatro fluorocromos
diferentes. Cuando fueron mas de cuatro, hasta 8 en algunas poblaciones se utilizd el

FASCaria que permite determinar hasta 12 fluorocromos.

85



3.6.3.2  Analisis de ciclo celular.

3.6.3.2.1 Andlisis de la ploidia.

Se utilizaron células HEL o células Lin-. Las primeras fueron tratadas durante 7 dias
con PMA 20 nm, cada dos dias el medio fue remplazado por medio fresco. Las células Lin-
furon cultivadas durante 12 dias en IDMD-20%FBS/PS/GIn suplementadas con TPO 100 uM y
IL18 10 pM. EI dia 12 las células fueron recogidas se fijaron con una solucion de
paraformaldeido en PBS al 2,5 % durante 30 minutos en hielo. Esto hace que las células
conserven la emision de GFP. Después de los cuales las células fueron lavadas con PBS 1X,
centrifugadas a 1000 xg durante 5 minutos y resuspendidas en 100 uL de etanol al 70%, en el
gue se fijaron durante 1 hora a 4°C. Posteriormente las células se volvieron a lavar con PBS
1X , se centrifugaron a 1000 xg durante 5 minutos y se afiadi®6 a cada muestra 500 pL de la
solucion de loduro de propidio (IP) ( 25 pL de IP 1 mg/mL , 2,5 pL de Ribonucleasa A
0,2dmg/mL y 472,5 uL de PBS), con la que se incubaron las células 45 minutos a 37 °C en
oscuridad (Es necesario afadir a la solucion de IP ribonucleasa A ya que el IP se une por
igual al ADN y al ARN). Se lavaron las células una vez mas y se resuspendieron en 350 pL de
PBS 1X para ser adquiridas en el citometro FACSCalibur.

3.6.3.2.2 Tincién con 7AAD/Pironina Y

Las células se marcaron con los anticuerpos correspondientes y posteriormente se fijaron con
paraformaldeido 2,5 %. Después de lavarlarlas con PBS se incubaron en una solucion NASS
que contenia saponina al 0,02% que permeabilizaron las células y 7AAD 10 ug/ml durante 20
minutos a temperatura ambiente, en oscuridad. A continuacion se lavaron con PBS y se
resuspendieron en 500 pl de solucibn NASS con 10 pg/ml de actinomicina D durante 5
minutuos a temperatura ambiente y protegidos de la luz. Después se introdujeron 5 pl de
Pironina Y a una concentracion de 0,1 mg/ml. Se mantuvieron en hielo al menos 10 minutos
protegidos de la luz y se lavaron resuspendiendolos en PBS justo antes de introducirlos en el
citdmetro (FASaria). Modificado de (Schmid et al., 2000)

3.6.3.2.3 Tincién con Ki67

Este anticuerpo reconoce una proteina intracelular que sélo se expresa cuando la célula se
encuentra en ciclo celular. Después de marcar las células con los anticuerpos de superficie se
fijaron con una solucién de paraformaldeido al 2,5% en PBS en las mismas condiciones ya
descritas. Después, se lavaron las células y se permeabilizaron con una solucién de PBS con
saponina al 0,02% durante 10 minutos en hielo. A continuacién se lavaron las células y se

marcaron con el anticuerpo Ki67 durante 20 minutos a temperatura ambiente en oscuridad.
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Después de lavarlas una vez mas con PBS se resuspendieron en unos 200 ul para su

adquisicion en el citémetro de flujo (FASCaria).

3.6.4 Ensayos de formacién de colonias formadoras de megacariocitos.
30000 células Lin- después de ser extraidas como se indica en el apartado 3.6.2 se infectaron
con los virus correspondientes como se indica en el apartado 3.6.13 se sembraron en medio 1
ml de medio de metilcelulosa (HSC-CFU) suplementado con TPO 100 ng/ml y IL13 10 ng/ml.
Se incubaron las placas durante 14 dias a 37°C y 5% CO2 . A dia 14, se contaron el nUmero
de colonias (CFUs) mediante la observacién a microscopia Optica de fluorescencia con el filtro
gue permiten observar la fluorescencia verde con el objetivo 4X.

3.6.5 Extractos celulares

Los extractos celulares se obtuvieron resuspendiendo las células en tampo6n lisis MLB
con inhibidores de proteasas comerciales (Sigma-Aldrich) en hielo durante 15 minutos, lo que
permite la rotura y solubilizacibn de las membranas celulares. Estos extractos se
centrifugaron durante 15 minutos a 17.000 x g, separandose el sobrenadante para su uso
posterior.

3.6.6 Valoracion de proteinas
Las proteinas totales se valoraron segun el método de Bradford (1976). El patron utilizado fue
seroalbumina bovina (BSA) a distintas concentraciones. Para realizar las mediciones de la
absorbancia de las muestras se empled un lector de placas de ELISA Multiskan FC de “Thermo
Scientific”.

3.6.7 Inmunoprecipitacion
La inmunoprecipitacion se llevo a cabo con la misma cantidad de proteinas totales en cada
muestra. Cuando fue posible se inmunoprecipitd una cantidad de proteina total de 1 mg. Se
realizé un prelimpiado de la muestra con 5 ul de proteina G agarosa, con lo que se consigue
que lo que se une inespecificamente a la muestra se retire de la muestra. A continuacion el
sobrenadante se incub6 con 4 pl del anticuerpo de interés durante 3 horas a 4 °C y en
agitacion suave. A continuacién se afiadieron 20 pl de proteina g agarosa resuspendida en
tampon de lisis durante 1 hora en las mismas condiciones que la incubacién con el
anticuerpo. Posteriormente se lavaron las muestras tres veces para proceder a
resuspenderlas en el tampdén adecuado para cargarlas en un gel de acrilamida, medir la

actividad PTPasica o medir la oxidacion de proteinas.

3.6.8 Medida de la actividad PTPé&sica
Tanto para la medida de la actividad PTPasica como para la medida de la oxidacién
de las PTPs se degasificaron los tampones que se utilizaron para eliminar la mayor cantidad

de aire (oxigeno) en el proceso, que pudiera entorpecer las medidas. Después de lisar las
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células con un tampon de lisis MLB e inmunoprecipitar la proteina de interés en el mismo
tampon con 4 pl de anticuerpo, las proteinas se lavaron 2 veces con el tampén de lisis MLB
sin glicerol y una vez mas con el tampon de Actividad PTP. Posteriormente se resuspendieron
en 200 ul de tampdn de Actividad PTP con pNPP 50mM (bis-para-Nitrofenilfosfato). Se
incubaron a 37 °C con agitacion hasta observar la aparicion de color amarillo, unas dos horas
aproximadamente. A continuacién, se centrifugaron las muestras a 1000 x g durante 5
minutos para sedimentar la proteina G. Se tomo la mediada de la absorbancia del
sobrenadante que se midio a 495 nm.

3.6.9 Medida de la oxidacion de PTP.

El método usado esta modificado de (Ostman et al., 2011). Después de lisar las
células con el tampdn de lisis de oxidacién e inmunoprecipitar la proteina de interés en el
mismo tampén con 4 ul de anticuerpo, las proteinas se incuban con Acido lodoacético 50 mM
(Figura M.4A), esto protege a los grupos SH reducidos de las cisteinas de la oxidacién
ambiental. A continuacion se lavaron 3 veces con Hepes 20 mM y se incub6 con threo-1,4-
Dimercapto-2,3-butanediol (DTT) 100mM para reducir las cisteinas oxidadas (Figura M.4B).
Se vuelven a lavar y se tratan con pervanadato 100uM lo que hace que las cisteinas que se
habian reducido en el paso anterior se oxiden hasta una forma que reconoce el
anticuerpo(Figura M.4C). Posteriormente se realiza un Western blot utilizando el citado

anticuerpo (Figura M.4D).

PTPs PTPs
oxidada reducida
aa y aa aa y aa
A +IAA (ICH,CO,H)
aa aa aa aa
B w
aa v aa aa : aa
C | + Pervanadato |
aa v aa aa v, aa
[scH.cood
D YxPTP L
N

Figura M.4. Esquema representativo de los pasos necesarios para detectar la oxidacion de las PTPs.
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3.6.10 Western blot

3.6.10.1 Electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de SDS.

Los extractos protéicos o las inmunoprecipitaciones, procedentes de la linea celular,
se sometieron a electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE) en condiciones reductoras
siguiendo el método de Laemmli (Laemmli, 1970). Las muestras se incubaron a 100° C
durante 5 minutos en tampon de carga [Tris-CIH 125 mM, que contenia SDS al 2% (p/v),
glicerol al 5% (v/v), azul de bromofenol 0,003% (p/v) y B-mercaptoetanol al 1% (v/v) pH 6,8].
En cada carril del gel se deposité la misma en cantidad de proteinas. Las electroforesis se
efectuaron en una disolucion amortiguadora (tampdn de electroforesis) de Tris-CIH 25 mM,
con SDS al 0,4% (p/v), pH 6,8, aplicandose un voltaje constante de 125 V a temperatura

ambiente.

3.6.10.2 Transferencia de las proteinas a la membrana de PVDF.

Tras la electroforesis se transfirieron las proteinas a una membrana de PVDF. Para
ello se empled un sistema de transferencia himeda utilizando una disolucién amortiguadora
(tampdn de transferencia). La transferencia se efectu6 aplicando un amperaje constante de
400 mA, durante 4 horas a 4° C.

3.6.10.3 Incubacion de la membrana con los anticuerpos.

Una vez realizada la transferencia, se bloqued la membrana mediante inmersion de
ésta en una solucion de bloqueo que contenia leche desnatada al 5% (p/v) o Seroalbumina
bovina (BSA) al 2%, (no debe utilizarse leche cuando se emplean anticuerpos frente a formas
fosforiladas ya que la leche contiene numerosas proteinas fosforiladas que causan reaccion
cruzada) en TBS (Tris-CIH 10 mM, CINa 100 mM y Tween 20 al 0,05% (v/v), pH 7,5), durante
1 hora a temperatura ambiente con agitacion constante. A continuacion, se incubd la
membrana con el anticuerpo primario convenientemente diluido durante toda la noche a 4°C y
con agitacion constante. Los anticuerpos fueron diluidos en la disoluciéon de bloqueo en las
proporciones (v/v) que se indican en la tabla M.1. Después de la incubacion con el anticuerpo
primario, la membrana se lavé con TBS (tres veces, durante 10 minutos cada vez) y se incub6
con el correspondiente anticuerpo secundario, que esta conjugado a la peroxidasa de rabano,
diluido en la disoluciéon de bloqueo, durante 1 hora a temperatura ambiente y con agitacion

constante, segun la concentracion que aparece en la tabla M.1.
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Proteina Anticuerpo 1° Anticuerpo 2° Sol. Blogueo
B-Tubulina 1:2000 Anti- mouse 1:10.000 Leche 5%
GAPDH 1:2000 Anti- mouse 1:10.000 Leche 5%
B-Catenina 1:1000 Anti- rabbit 1:25.000 Leche 5%
PTPN13 (N13) 1:1000 Anti- rabbit 1:25.000 Leche 5%
pSHP1 1:1000 Anti- mouse 1:10.000 BSA 2%
SHP1 (C-19) 1:1000 Anti- rabbit 1:20.000 Leche 5%
pSHP2 1:1000 Anti- rabbit 1:20.000 BSA 2%
SHP2 1:1000 Anti- rabbit 1:20.000 Leche 5%
pErk 1/2 (E-4) 1:3000 Anti- mouse 1:10.000 BSA 2%
ERK 1/2 (K-23) 1:5000 Anti- rabbit 1:20.000 Leche 5%
pSTATS (Y694) 1:2000 Anti- rabbit 1:20.000 BSA 2%
STATS (H-134) 1:2000 Anti- rabbit 1:20.000 Leche 5%
OX-PTP 1:500 Anti- mouse 1:10.000 Leche 5%

Tabla M.1. Nombre, dilucion y especie de los anticuerpos utilizados en la presente tesis doctoral.

3.6.10.4 Deteccidn.

Una vez incubada la membrana con los anticuerpos, se lavé de nuevo con TBS (tres veces,
durante 10 minutos cada vez) y se sometio al revelado por el sistema de sustrato luminiscente para
la peroxidasa de rabano mediante el kit comercial “ECL plus Western Blotting Detection System”,
siguiendo las instrucciones de la casa comercial. El tiempo de exposicion varié en funcion de la
muestra y del anticuerpo primario utilizado. Tras la exposicion la pelicula se revel6 en una maquina

de revelado Medical X-ray Processor.

3.6.10.5 Cuantificacion.

Los resultados de las peliculas obtenidas por Western Blot fueron cuantificados mediante
densitometria, haciendo pasar un haz de luz de longitud de onda de 580 nm sobre las bandas

presentes, de manera que se registré la intensidad de sefial de cada banda.

3.6.11 Clonajes

3.6.11.1 Disefio de oligos

Para reducir los niveles de las diferentes proteinas estudiadas en el presente trabajo
se opto por la estrategia de introducir una secuencia de ARN de interferencia (ShRNA; small

hairpin RNA) en las células con la ayuda de un lentivirus modificados. Para disefiar los oligos

90



se siguib las instrucciones por la web Dharmacon RNA technologies y los criterios de disefio

racional de ARN de interferencia descritos en (Reynolds et al., 2004).

Se disefiaron dos secuencias de shARN dirigidas contra el ARNmensajeros (ARNm)

escogiéndose para los ARNm humanas las siguientes, se muestran las secuencias sentido:
ARNi SHP1 1: 5 GCAGGAGGTGAAGAACTTG &
ARNi SHP1 2: 5 GGAACAAATGCGTCCCATA 3
ARNi SHP2 1: 5 GCTCATGACTATACGCTAA 3
ARNi SHP2 2: 5 TTTTCTTGGAACACCATCC 3’
ARNi B-Catenina 1: 5 CCATGGAACCAGACAGAAA 3’
ARNi B-Catenina 2: 5 CCACTAATGTCCAGCGTTT 3
ARNi PTPN13 1: 5 CCATGAAGATTCTGATAAA 3
ARNi PTPN13 2: 5 TGGACGAGTTCTAGAATTA 3
Para los ARNm de ratén:
ARNi mB-Catenina 1: 5 GCACCATGCAGAATACAAA 3’
ARNi mB-Catenina 2: 5 AGGACAAGCCACAGGATTA 3
ARNi mPTPN13 1: 5 CCATGAAGATTCTGATAAA 3
ARNi mPTPN13 2: 5 CAAAGACGATTCCACTTAC 3’

Como control se utilizé6 en todos los casos una secuencia dirigida al mensajero de la

luciferasa de luciérnaga descrita en (Diaz-Hernandez et al., 2005).
ARNi Luc: 5 CTGACGCGGAATACTTCGA 3

La secuencia elegida se integré en una secuencia de nucle6tidos mas grande en dos lugares,
se integraron la tanto la secuencia elegida como su complementaria. Secuencia sentido y
secuencia antisentido. Como resultado tendremos dos oligos que son complementarios entre
si de 63 y 61 nucledtidos respectivamente. Estos oligos se pidieron a una casa comercial
(Figura M.1).
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Mlu I horquilla Cla I
5" CGCGT shARN sentido TTCAAGAGA shARN antisentido TTTTTGGAAAT 3’

37 A shARN antisentido AAGTTCTCT shARN sentido AAAAACCTTTAGC 57

Figura M.1. Esquema de la caja utilizada para clonar el shARN en el plasmido pLVTHM

Como vemos en la figura M.1, el disefio hace que se formen al hibridar los oligos dos sitios de
corte para las enzimas de restriccion. Mlu | y Cla I. Estos sitios fueron aprovechados para
introducir esta secuencia en el vector pLVTHM.

3.6.11.2 Preparacion de los oligonucleétidos.

Los oligos se resuspendieron un volumen de agua apropiado para conseguir una
concentracion de 3 pg/ul y se procedié a su anillamiento. Para lo cual 1 pl de cada uno de los
oligos, secuencia sentido y secuencia antisentido, se pusieron en 48 pl de tampon de
anillamiento. Los tubos con la mezcla se introdujeron en un frasco de cristal cerrado y se
incubo 5 minutos a 100 °C. Posteriormente se dejo enfriar hasta temperatura ambiente
lentamente. Por Ultimo se realizd una incubacién de 5 minutos en hielo. Con esto se consigue
en un primer momento que las posibles estructuras secundarias que lo oligos tuvieran se
desnaturalicen. Y al enfriarse lentamente los oligos hibridaran entre si por las partes
complementarias.

Posteriormente, los oligos se fosforilaron para proporcionar el fosfato necesario en
posicion 5. Asi, la ligasa puede unir los dos extremos. Para ello, 2 pl de los oligos anillados
del paso anterior se incubaron 30 minutos a 37 °C junto con 1 pl del tampd6n especifico de
esta enzima, 1 ul de T4 fosfonucleotido quinasa (10 unidades), 1 pl de ATP a una
concentracion de 10mM y 5 ul de agua. Posteriormente para inactivar la enzima se incubd la

mezcla 10 minutos a 70 °C. Asi quedé preparado el inserto para introducirlo en el vector.

3.6.11.3 Preparacion del plasmido.

Ademas del inserto fue necesario preparar el vector en este caso el pLVTHM. Muy
brevemente, el disefio del pLVTHM (disefiado y cedido amablemente por el Dr. Trono) hace
que tenga un sitio de corte Unico para las enzimas Mlu | y Cla | bajo el control del promotor
H1. (Figura M.2)
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Figura M.2. Mapa del plasmido pLVTHM.

El promotor H1 es un promotor reconocido por la ARN polimerasa Ill de eucariotas.
Esto permite que se forme la doble cadena de shRNA en la célula infectada. Ademas contiene
el factor de elongacion 1a que dirige la expresion proteina GFP con la que podemos distinguir
y separar las células que son infectadas porque emiten fluorescencia verde. Por ultimo,
también lleva un gen de resistencia a ampicilina para poder seleccionar las colonias de
bacteria transformadas con dicho plasmido.
3.6.11.3.1 Digestion del plasmido

Para preparar el plasmido en primer lugar se digirié6 este con Mlu |. Para ello 2 ul de
pLVTHM a una concentracién de 1 pg/ ul se incubaron una hora a 37 °C junto con 23 ul de
agua, 3 pl de tampdn especifico para la emzima utilizada proporcionado comercialmente y un
1 pyl de Mlu 1 (10 unidades). Después de esto se fenolizd la muestra para eliminar del
plasmido digerido con Mlu | los restos de enzima 'y el tampén. Asi se llevo a 100 pl el volumen
de reaccion con agua, y se afiadié un volumen de fenol/cloroformo y se agito vigorosamente
al vortex. Posteriormente se centrifugd durante 2 minutos a 17000 x g. La fraccién acuosa se
paso a un tubo limpio y se repitié el proceso de nuevo. La nueva fraccion acuosa se paso a un
tubo limpio y se incubo 30 minutos a -20 °C con 2,5 volimenes de etanol y 0,1 volimenes de
acetato sodico 3M pH 5,2. A continuacién se centrifugé 15 minutos a 4 °C y 17000 x g. Se
retird el sobrenadate y el sedimento se lavd con 500 ul de etanol al 70%. Centrifugando 5
minutos en las condiciones anteriores. Se retird el sobrenadante y el sedimento de DNA se
resuspendié en 30 pl de agua. Posteriormente se corto el vector con Cla | en las mismas
condiciones descritas para Mlu I. Al finalizar este proceso se inactivd la enzima por calor

durante 20 minutos a 70 °C.
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3.6.11.3.2 Desfosforilacion del plasmido.

Si alguna de las moléculas del plasmido solo fue cortada por una enzima es facil que
esta re-circularice, por lo que para evitar esto se desfosforilaron los grupos fosfato presentes
en 5’ de los extremos del plasmido que habiamos digerido previamente. Para ello 30 pl del
plasmido procedente de la segunda digestion se incubaron con 4 pl de tampén proporcionado
por la casa comercial y 1 pl de fosfatasa alcalina T4 (1 unidad).

3.6.11.3.3 Purificacion del plasmido

Después de cortar y desfosforilar el vector se cargd en un gel de agarosa de bajo
punto de fusion al 1% en tampon TAE (40 mM de Tris pH 8,5; EDTA 2 mM, acido acético 20
mM. Después de resolver el gel durante una hora aproximadamente se cortd la banda
correspondiente al tamafio del plasmido y se purificé siguiendo en protocolo proporcionado
por el DNA EXTRANCTION KIT de Fermentas.

3.6.11.4 Insercion del oligo en el plAsmido

Con estos procesos descritos en los apartados anteriores, conseguimos tener
preparados el vector y el inserto correspondiente. Ademas con este disefio conseguimos que
el vector tuviera extremos cohesivos complementarios con el inserto. De esta forma si alguna
de las moléculas de vector aceptaba un inserto este solo se podia introducir en la direccién
adecuada puesto que los extremos del vector no eran complementarios entre si. Por lo tanto
se procedid a la ligacion. 2 pul del los oligos anillados y fosforilados, 1 pl del vector digerido
con Mlu |y Cla | y desfosforilado, 1 pl de ligasa y 1 pl del tamp6n especifico de la enzima se
incubaraon junto con 5 pl de agua a 16 °C 16 horas.

3.6.11.5 Transformacion del pldsmido en bacteria por choque térmico

La mezcla de ligacion se incubd durante 20 minutos en hielo junto con bacterias
competentes, y posteriormente se did un choque térmico para facilitar la entrada de las
moléculas de DNA. A continuacion se recuperaron las bacterias 2 minutos en hielo para bajar
rapidamente la temperatura y 1 hora en medio LB sin antibidticos en agitacion fuerte para
conseguir una buena aireacion a 37 °C. Después de este tiempo se sembraron estas
bacterias en placas de LB-agar mas ampicilina 0,1ug/ul se incubaron hasta el dia siguiente a
37°C. Con esto se consiguid que solo crecieran las bacterias que contenian el gen de

resistencia a ampicilina y por lo tanto las que habian integrado el pLVTHM.
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3.6.11.6  Comprobacion de las colonias que contenian el plasmido.

Para poder extraer el plasmido en cantidades suficientes como para poder manipularlo
se sembraron algunas de las colonias obtenidas en la placa de LB-agar en 3 ml de medio LB
con ampicilina 0,1ug/pl a 37 °C hasta el dia siguiente en agitacion. Una forma rapida y sencilla
de extraer el plasmido de la bacteria y comprobar que efectivamente contiene el inserto de
interés es extraerlo mediante un tampon ayudado por un aumento de la temperatura a 100 °C.

Asi 1 ml de medio con bacteria se centrifugo a 17000 x g durante 1 min. Se desecho el
sobrenadante y el sedimento se resuspendié en 200 pl de tampdén STET y 50 de lisozima
5mg/ml durante dos minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se introdujeron en un
bafio a 100 °C durante 1 minuto y se pasaron a hielo durante otros 2 minutos. A continuacion
se centrifugaron durante 5 minutos a 17000 x g. Se formdé un sedimento de aspecto
mucilaginoso que se desecho con la ayuda de un palillo estéril. EI sobrenadante acuoso se
incubd con isopropanol durante 5 minutos en hielo. Se centrifugé durante 15 minutos a
temperatura ambiente y se retir6 todo el sobrenadante dejando secar de isopropanol del
sedimento. Una vez seco se resuspendio en 49 ul de tampén TE y 1 pl RNAsa 20 mg/ml y se
incubd durante 30 minutos a 37 °C.

El plasmido asi obtenido se digiri6 con enzimas de restriccion para comprobar si
contenia el inserto. Asi 5 ul de plasmido se incubaron durante 2 horas a 37 °C junto con 0,5 ul
de EcoRIl y 0,5 ul de Cla | ademas de 2 ul de tamp6n Tango 10X (Fermentas) en el que son
capaces de cortar las dos enzimas y 13 ul de agua. Como se puede ver en la figura M.2, Eco
RI tiene un Unico sitio de corte en posicién 5393 y Cla | también tiene un Unico sitio de corte
en posicién 5629. Por lo tanto este corte debe liberar una banda de 236 pb. Si hemos
conseguido clonar el inserto ha esta banda hay que sumarle 64 pares de bases que
componian nuestro inserto sumando un total de 300 pares de bases. Se cargaron 10 pl de
digestiébn en un gel de agarosa y se dej6 discurrir durante 1 hora y se seleccionaron las

bacterias que liberaban una Unica banda de 300 pares de bases (Figura M.3).

400>
300>

200>

100>

-+

Figura M.3. Ejemplo de plasmido que no han integrado el inserto correspondiente al ARN de interferencia (-), y
plasmidos que si lo han hecho (+). Los nimeros corresponden al tamafio del marcador de ADN.

Se eligié una de las colonias positiva y se crecié durante 8 horas en 15 ml de LB con

ampicilina 0,1 pg/ul a 37 °C y en agitacion. Transcurrido dicho tiempo este cultivo se inocul6
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en 500 ml de LB mas ampicilina 0,1 pg/ul durante toda la noche en las mismas condiciones
que el preindculo.

Al dia siguiente se procedié a extraer el DNA plasmidico del cultivo. Esto se realizé
siguiendo las instrucciones de un kit de Maxipreparaciones. Posteriormente se digirié parte de
este plasmido en las mismas condiciones explicadas en el punto anterior para comprobar que
el plasmido seguia conteniendo el inserto. Por Ultimo, para asegurarnos completamente de
que el plasmido contenia el inserto deseado en cada caso, se secuenciaron en el servicio de

secuenciacion de la Universidad de Salamanca.

3.6.12 Produccion virica
3.6.12.1 Transfeccion en células HEK 293t.

Con el plasmido obtenido en la maxipreparacion se transfectaron células HEK
293t para producir los lentivirus con los que infectar las células en estudio. Nuestro sistema de
lentivirus utiliza tres vectores diferentes. Por un lado, utiliza el vector pLVTHM que ya hemos
descrito. Ademas, necesita de otros dos plasmidos que codifican las proteinas necesarias
para la capside virica. En concreto, el sistema de segunda generacién utilizado en este
trabajo utiliza psPAX2 que contiene la informacion necesaria para la formacion estructura
virica y pMD2.G que se encarga de dirigir el correcto empaquetamiento del virus.
Metodolégicamente es necesario introducir los tres plasmidos en la célula. Para ello
utilizamos la polietilenimina lineal (PEI, Mw 25.000 Da). Este compuesto condensa las
moléculas de DNA en un entorno catiénico que se une al entrono aniénico de la membrana
celular. Este complejo es internado en la célula via endocitosis. Posteriormente este

endosoma se degrada y el DNA viaja al nucleo donde dirigira la produccion del virus.

Para llevar a cabo la transfeccion se sembraron, 6 horas antes de la misma, unos 6
millones de células HEK 293t en placas de 60 cm?. Estas placas habian sido previamente
recubiertas con colageno 100 mg/ml para facilitar la adhesion de las células a la superficie de
la placa, ademas el colageno hace que las células se unan mas fuertemente, con lo que se
facilita el manejo posterior. Se incubaron a 37 °C y al 5% de CO,. Sembrando este niUmero de
células se consiguid que las placas en el momento de la transfeccion estuvieran entre el 85-
95%, con este porcentaje de confluencia se consiguen los mejores rendimientos de
produccion virica. Se preparé una mezcla de transfeccion que esta formada por 1200 pl de
NaCl 150 mM, 6 ug del plasmido pLVTHM, 5 ug del psPAX2 y 4,5 ug del pMD2.G junto con
60 ul de PEI, esta mezcla se dejo reposar durante 20 minutos a temperatura ambiente.
Durante estos 20 minutos el medio de las placas con las células HEK 293T se cambi6 por 9,6
ml de medio DMEN fresco. Trascurrida la incubacién se afadio la mezcla de transfeccion por

toda la superficie de la placa. Esta mezcla se dej6é durante 16 horas retirandose entonces el
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medio de la placa y afiadiendo nuevamente 9 ml de medio fresco. 24 horas después se
recogio este medio que ya contenia particulas viricas y se afiadieron otros 9 ml de medio que
se recogieron otras 24 horas después. En estos 18 ml se encontraban los lentivirus
producidos en el proceso.

3.6.12.2 Aumento de la concentracion de particulas viricas  por

ultracentrifugacion.

Para concentrar los virus se centrifugaron a 56000 x g durante dos horas y a 16 °C. El
sobrenadante se desecho y se afadieron 200 pl de medio. El medio en el que se
resuspendieron los virus fue el mismo en el que se transducirian posteriormente las celulas.
Véase apartado de cultivos celulares 3.6.1. Estos 200 pl se dejaron en el tubo de
centrifugacion 4 horas a 4°C para facilitar la resuspension de todos los virus que formaron el
sedimento en el fondo del tubo y que se encontraban fuertemente fijados al fondo por la alta
velocidad de centrifugacion. A las cuatro horas se resuspendieron con la ayuda de una pipeta
y se guardaron a -80 °C para su posterior uso. Una pequefia alicuota de estos virus fue
utilizada para conocer la cantidad de virus producida.

3.6.12.3 Titulacién virica.

Para conocer la cantidad de virus por mililitro, titulo virico, 80000 células HEK 293t por
pocillo fueron sembradas en una placa de 24 pocillos (aproximadamente 1,9 cm? de
superficie) 24 horas antes. La placa se recubrié con coldgeno en las mismas condiciones
descritas en el apartado anterior. Para cada muestra se sembraron 4 pocillos, donde se
pusieron 0,025; 0,05; 0,1y 0,5 pl de concentrado virico. Ademas se contaron las células de un
pocillo para saber cuantas células habia en el momento de la infeccién. Este numero de
células fue el que se utilizé para realizar los célculos. También se afiadié polibreno a una
concentracion final de 8 ug/ml. La placa se envolvi6 en film transparente y se centrifugé
durante 90 minutos a 1800 x g a 32°C para facilitar la infeccién. Posteriormente se incubaron
a 37°C y 5% de CO, durante 16 horas. Transcurrido este tiempo se retird el medio de cultivo y
se afadié medio fresco. Después de 48 horas de incubacion en las mismas condiciones se
midi6 el porcentaje de células GFP positivas mediante andlisis en clitbmetro de flujo.

Todo este proceso de transfeccion puede ser seguido gracias a la expresion de la GFP
mediante microscopia de fluorescencia. La GFP también se expresa en las células que son
infectadas por estos virus.

El célculo del nimero de virus, titulo virico, es un calculo tedrico que se realiza con la

siguiente férmula:

] numero de células contadas * porcentaje de céluas GFP +
unidades transformantes 100 1000

ml ul de sobrenadante virico anadido
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De los cuatro nimeros obtenidos, uno por cada cantidad de virus afiadido, se asumio
como resultado de la titulacion el més alto, ya que teéricamente, es en el cual una célula es

infectada por una Unica particula virica.

3.6.13 Transduccion de particulas viricas en los diferentes linajes de células
estudiados.
La MOI (multiplicidad de infeccién, ratio entre las particulas viricas y el nUmero de

células que infectan) fue el siguiente:

En células HEL se us6 una MOI de 50 consiguiendo infecciones del 95%. Las células
se sembraron 16 horas antes de inocular los virus en medio GSM con 100 unidades por

mililitro de penicilina y de estreptomicina libre se suero fetal bobino.

En células K562 se us6 una MOI de 25, que fue suficiente para conseguir infecciones
de mas del 97%. Las células se sembraron 16 horas antes de inocular los virus en medio
RPMI 1640 suplementado con 100 unidades por mililitro de penicilina y de estreptomicina y
1% de FBS.

60000 células HEL o K562 se pusieron en un pocillo de una placa de 96 pocillos con la
cantidad correspondiente de virus en un volumen final de 200 pl de medio y se centrifugaron
durante 90 minutos a 32 °C a 1000 x g. Posteriormente se incubaron durante 24 horas a 37°C
y 5% de CO, después se lavaron dos veces con PBS y se siguieron cultivando en las mismas

condiciones explicadas en el apartado de cultivos celulares.

En células Lin- se uso una MOI de 150 consiguiéndose un porcentaje de células
infectadas de entre el 20 y 30 %. 100000 células Lin- se sembraron en un pocillo de una placa
de 96 pocillos en IMDM suplementado al 20% con FBS, 100 unidades por mililitro de
penicilina y de estreptomicina, 2 mM de L-glutamina y IL-3, SCF, TPO y FLT3 10 ng/ml. Se
afiadieron los virus y se centrifugaron en las mismas condiciones que las lineas celulares. Se
incubaron 24 horas 37 °C y con atmésfera del 5% de CO, Después de este tiempo se

procedi6 a utilizarse experimentalmente.

3.6.14 Trasplante de células de la médula 6sea en ratones.

Las células Lin- procesadas como se explica en el epigrafe anterior se trasplantaron
inyectandolas a través de una aguja de 27G en la vena de la cola de ratones C57BL/6. Estos
ratones fueron irradiados letalmente, gracias a la plataforma Nucleus, 6 y 4 horas antes del
pinchazo con una dosis de 5 Gy emitidos por una fuente de Cesio en un irradiador Gammacell
1000 Ellite.
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Se introdujeron 300000 células por raton. Los ratones se estabularon en condiciones
estandar ya descritas anteriormente y se controlaron el peso y el aspecto fisico cada 2 dias
hasta el momento de sacrificarlos. Durante las primeras dos semanas después de la
irradiacion se trataron con Enrofloxacino en agua de bebida a una concentracion final de 100
ug/ml. En el trasplante secundario se introdujeron 3000000 de células de médula 6sea, donde
se habian lisado los eritrocitos, por raton. Estas células procedian de un ratén donante que
habia sido trasplantado 8 semanas antes.

3.6.15 Experimentos de adhesion en células HEL.
Los pocillos de una placa de 96 pocillos se recubrieron de fibronectina 20 pg/ml o con
colageno 100 pg/ml durante 16 horas a 4°C. Posteriormente se aspiraron y se lavaron los
pocillos con PBS. Se sembraron 200 ul de células HEL a una concentracion de 7x10°
células/ml. Se incubaron a 37 °C y 5% de CO, durante 3 horas y a continuacion se retiro el
medio y se lavaron 3 veces con PBS para arrastrar todas las células que no estuvieran
adheridas. La proporcion de células adheridas se analiz6 mediante el ensayo del MTT. Para
ello se realiz6 un MTT en estos pocillos y en otros que no se habian recubierto con
fibronectina ni colageno, ni se habian aspirado, para tomar estos pocillos como nimero inicial

de células sembradas en cada pocillo.

3.6.15.1 Ensayo del MTT

El MTT es una sal de tetrazolio de color amarillo, que es convertida por las deshidrogenasas
mitocondriales de las células vivas en cristales de formazan de color azul oscuro-violeta.
Después de la solubilizacién de los cristales de MTT en DMSO, se obtiene un medio de color
violeta, cuya mayor o menor absorbancia a 570 nm se relaciona directamente con el nimero

de células vivas presentes en el cultivo.

Las células se lavaron con PBS previa centrifugaciéon para sedimentarlas y se resuspendieron
en 100 pL de la solucién de MTT, en la cual se incubaron durante 75 minutos a 37 °C.
Posteriormente las células se lavaron de nuevo con PBS y se resuspendieron en 200 L de

DMSO para solubilizar el MTT y poder medir la absorbancia de las muestras a 570 nm.

3.6.16 Expresion génica por PCR atiempo real (RT-qPCR).
3.6.16.1 Extraccion de ARN

El ARN total de las células se obtuvo a partir de muestras celulares. Se empleé el reactivo
“TRI reagent” de SIGMA, siguiendo las instrucciones de la casa comercial para la extraccion,
a grandes rasgos: 7 x 10° células se resuspendieron en 1 ml de TRI reagent, par lisarlas. Se
afiadieron 0,2 ml de cloroformo. Posteriormente, se centrifugé a 12.000 x g durante 15

minutos a 4°C. Tras la centrifugacion la fase acuosa superior se transfirié a un tubo limpio y se
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afadieron 0,5 ml de isopropanol. Se volvieron a centrifugar a 12.000 x g durante 10 minutos a
4°C para precipitar el ARN. Y este ARN se lavo con etanol al 75%. Para la extraccion del ARN
de las células provenientes de la separacion de células GFP+ del bazo de ratones C56BL/6
se utilizé el Kit ARN spin (GE Healthcare Limited) siguiendo sus instrucciones paso a paso. La
concentracion de ARN se calculé midiendo la absorbancia a 260 nm en un espectrofotometro
GeneQuant pro RNA/DNA Calculator. La integridad del ARN se comprobd corriendo 1 pg de
ARN en geles de agarosa.

3.6.16.2 Sintesis de ADN copia (ADNc) 6 retrotranscripcion

Se llevé a cabo a partir del ARN total obtenido tal y como se describe anteriormente.
Siguiendo las instrucciones de la casa comercial, 5 ug de ARN se incubaron con 2 pl de oligos
0,25 mM a 65 °C durante 10 minutos. A continuacion se anadié 4 yl del tampdn de reaccion
comercial de la retrotranscriptasa, 2 pl de dNTPs 10 mM, 20U inhibidor de ribonucleasa y 2 pl
de DTT a la concentracion proporcionada por él fabricante. Se pre-incubé la mezcla a 42°C
durante 5 minutos, y finalmente se afiadieron 200U de la retrotranscriptasa (SuperScript® Il
Reverse Transcriptase). Se dejé transcurrir la reaccion durante 50 minutos a 42°C.

3.6.16.3 PCR cuantitativa 6 a tiempo real (RT-gPCR)

El parametro que caracteriza las reacciones de RT-qPCR es el denominado Ciclo Umbral o Ct
(del inglés “cycle threshold”), que se define como el punto en el tiempo (el ciclo de PCR)

donde se detecta por primera vez la amplificacién de una diana especifica de ADN.

La mezcla de reaccion se realizé para un volumen final de 10 pL, y contenia: 0,1 uL de cada
oligonucleétido (sentido y antisentido) disefiado frente a cada diana a 10 mM; 5 pL de PCR
Master MIX (“Power SYBR® Green”, que contiene ampliTaqg Gold DNA polimerasa LD,
dNTPs, y SYBR® Green | dye); 2 pL de la dilucion de ADNc muestra (varia dependiendo del
gen de interés y fue necesario optimizarla) y 2,8 yL de agua ultrapura estéril. Todas las
reacciones se hicieron por duplicado o triplicado y con un control negativo de la muestra. Para
poder relativizar entre las distintas muestras se llevo un control endégeno que en nuestro

caso fue la actina humana o de raton.

El programa de amplificacion fue el siguiente: Fase de desnaturalizacién a 95 °C durante 10
minutos. Los ciclos de amplificacion fueron 40 en la que la temperatura de anillamiento fue de
60 °C 30 segundos y la de desnaturalizacion de 95 °C durante 15 segundos. A continuacion
se introdujo en una ultima etapa una curva de Melt. En la que la temperatura aumenta de los

60 a los 95 °C de forma progresiva y suave.
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3.6.16.3.1 Disefio de los oligos

El disefio de los oligos se realiz6 de forma cuidadosa para evitar que se produjeran
amplificaciones inespecificas y que estos fueran lo méas eficientes posibles. Se tomaron las

siguientes precauciones.

1 El amplicon fue siempre menor de 200 pares de bases para mejorar la eficiencia de la

reaccion.

2 El punto de hibridacion se escogio de tal forma que el oligo sentido o antisentido estuviera
posicionado en dos exones distintos del ARNm sin procesar. O que entre las posiciones entre
las que hibridan hubiese un intrén mayor a una kilobase. De esta forma evitamos las
amplificaciones por contaminacion por ADN gendémico ya que; o uno de los oligos solo hibrida
con la secuencia del mensajero, o existe en el caso de que hibridara con el genémico una
secuencia interna tal que la polimerasa no puede replicarla por falta de tiempo. Recordemos
gue la polimerasa debe efectuar su trabajo en el tiempo que la temperatura va desde los 60
°C donde los oligos hibridan a los 95 °C donde se produce la desnaturalizacion de la doble
hélice que se acaba de formar porque no hemos introducido fase de polimerizacién a 72 °C,

por ello el tiempo de polimerizacion solo dura unos segundos.
3.6.16.3.2 Oligos real time

Las secuencias de los oligos y los tamafios de producto tebrico resultante fueron los
siguientes. La m delante del gen significa que la secuencia es valida para raton (del inglés,

mouse)

mPTPN13 186 pb
Sentido 5° CACATCAGGAACAGCAACTG 3’ Antisentido 5 TGAAGTGGAGCTTCTTCCTG-3';

mB-CATENINA 197 pb
Sentido 5" AGAGTGCTGAAGGTGCTGTC 3’ Antisentido 5 TGCACTAGAGTCCCAAGGAG-3'.

mACTINA 100 pb
Sentido 5 CAGCCTTCCTTCTTGGGTAT 3’ Antisentido 5 TGGCATAGAGGTCTTTACGG-3;

PTPN13 186 pb
Sentido 5 AGTAAGCCTAGCTGATCCTG 3’ Antisentido 5 TGGATCTTTTCAACATCTGA-3,

B-CATENINA 179 pb
Sentido 5 TTGGTTCACCAGTGGATTCT 3’ Antisentido 5 AATTTGAAGGCAGTCTGTCG-3.

ITGA4 118 pb
Sentido 5 GCATACAGGTGTCCAGCAGA 3’ Antisentido 5 TGAGGACCAAGGTGGTAAGC 3’

ITGAS 108 pb
Sentido 5 AGTTGCATTTCCGAGTCTGG 3’ Antisentido 5 GATTCGGTAGGGCATCTTCA 3’

ITGAl11 111 pb
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Sentido 5 GTTCTTCGGCTACGCAGTTC 3’ Antisentido 5 TAAACACAGCCCCAGGAGAC 3’

ITGAL 116 pb
Sentido 5" AA\TGACCTTGGCAACAGACC 3’ Antisentido 5 TCTGGCGGAAGAGGTAACAC 3’

CDH1 118 pb
Sentido 5 GAACGCATTGCCACATACAC 3’ Antisentido 5 ATTCGGGCTTGTTGTCATTC 3

CDH5 152 pb
Sentido 5 GCCAGGTATGAGATCGTGGT 3’ Antisentido 5 GTGTCTTCAGGCACGACAAA 3

CDH12 139 pb
Sentido 5 GGAGATGGGGGAAATTTGTT 3’ Antisentido 5 GGTCAAGGTGAAGGTTGGAA 3’

CDH18 147 pb
Antisentido 5 AGTTGGAGGGCTTTCAGGAT 3’ Antisentido 5 TTTGCCTTGATTTTCCCAAC 3

NCAM2 136 pb
Sentido 5 TGGACCATGGGGTATGAAGT 3’ Antisentido 5° CTCCAAGCCCAAGACCATTA 3’

RELINA 145 pb
Sentido 5 CCACAACCAACCTCAGTTTC -3'; Antisentido 5 TCTGTTGGAGCTCCTTGTTC -3'.

ACTINA 110 pb
Sentido 5° CACCACACCTTCTACAATGASZ' Antisentido 5 ACATGATCTGGGTCATCTTC-3'

3.6.16.3.3 Validacion de los oligos

Se realizaron rectas patrén para comprobar la eficiencia de los oligos y que los de el gen
problema y los de la actina (control interno) coincidieran en la medida de lo posible. Figura
R.5.

ITGAL

s L] T T s & % =
ng de ADNc al inicio de Ia reaccién ng de ADNc al inicio de la reaccién

ITGA11

Pendiente:-3,3 Pendiente: -3,2

10 am 100 o

ia L N D T w
ng de ADNc al inicio de la reaccion ng de ADNc al inicio de la reaccion

h Figura
M.5. Ejemplos de la pendiente obtenida en la preparacion de algunas de las RT-gPCR. Como se puede ver la pendiente

obtenida se aproximo a la teorica de -3,2.
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Cuando la pendiente de esta recta en la que se representa el ADNc de partida y el ciclo
umbral (Ct) es de -3,2 significa que en cada ciclo de PCR se duplica el ADN ya que pasan 3,2
ciclos hasta que obtenemos 10 veces mas de ADN como teoricamente debe de ser, como se

puede ver en estos ejemplos, la pendiente siempre estuvo muy proxima a ese valor teérico de
-3,2.

Ademas se comprobd que las curvas de Melt formaran en la derivada un solo pico, como

deben de formar cuando el producto amplificado es uno solamente. Figura M.6.

ITGAS rily 38 ITGALL
a5 Tt

.0 00 750 200 80 700 750 200 850
Temperatura°C Temperatura°C

2 CDH1 NCAM2 i
25 iy

85.0 70.0 750 800 700 750 800 B5.0 80.0
Temperatura°C Temperatura°C

Figura M.6. Ejemplos de la derivada de la curva de Melt obtenida en algunas de las RT-qPCR. Como se puede ver los
amplicones solo presentaban un pico.

Para terminar de comprobar que el tamafio amplificado era el correcto se corrieron en un gel

de agarosa los productos de la PCR y comprobar asi que el tamafio tedrico se correspondia
con la realidad. Figura M.7.
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CDH1 ITGAS NCAM PTPBAS RELINA B-CAT  ACTINA

Figura M.7. Ejemplos de los amplicones obtenidos en algunas de las RT-gPCR. Los nimeros corresponden al tamafio del
marcador de ADN. Se cargaron dos carriles con la mismo producto de PCR.

3.6.17 Analisis estadistico.
Los datos se expresaron como la media + desviacion estandar. Los andlisis estadisticos se

llevaron a cabo empleando la t de Student.
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Resultados y discudion







4. RESULTADOS Y DISCUSION

Como hemos comentado durante la introduccion, los niveles de fosfotirosina en la célula
cambian durante la sefializacion que desencadena la unién de numerosas citoquinas a sus
receptores. Las proteina tirosina fosfatasas se encargan de retirar los grupos fosfato de las
proteinas fosforiladas en tirosina. Dos de estas proteinas, estudiadas recientemente en
plaguetas y megacariocitos, son SHP1 y SHP2 (Mazharian et al., 2013; Huang et al., 2012).
Ademas, en nuestro laboratorio, también poseiamos algunos datos con respecto a la posible
actividad de diferentes fosfatasas en la diferenciacion megacariocitica en lineas celulares
eritroleucémicas. Por ejemplo, conociamos que al inicio de la diferenciacion megacariocitica
se produce una bajada de la actividad PTPasica total. Ademas, el pervanadato, un inhibidor
de PTPs, produce un fenotipo muy similar al que produce el PMA, el agente que normalmente
usamos para inducir la diferenciacion megacariocitica en las células de cultivo. Estos datos
sugieren que para que se produzca la diferenciacibn megacaricitica es necesaria una
inhibicion de la actividad PTP&sica a tiempos cortos. En este sentido, las ROS producidas por
NADPH oxidasas son indispensables en la diferenciacion megacariocitica (Sardina et al.,
2010), y una de las dianas mejor conocidas de la sefializaciébn por ROS son las PTPs.
Curiosamente, el incremento de las ROS que se produce durante la diferenciacion
megacariocitica (Sardina et al., 2010) coincide con la bajada de actividad PTPasica que
nosotros detectamos (Sardina, 2010). Por eso nuestra hipétesis de partida es que al igual que
el pervanadato inhibe las PTPs, y esto provoca un fenotipo megacariocitico, los ROS que se
producen al inicio de la megacariopoyesis inhibirian a las PTPs y esto es lo que permitiria que

se disparara la diferenciacién megacariocitica.

4.1 Estudio de SHP1 y SHP2 en la diferenciacién megacariocitica

4.1.1 Niveles de fosforilacibn de SHP1 y SHP2 en la diferenciacion
megacariocitica.

Curiosamente, SHP1 y SHP2, dos fosfatasas cuya mision es desfosforilar residuos de
tirosina, se activan cuando se fosforilan precisamente en residuos de tirosina (Martin et al.,
1999; Vogel et al., 1993). Sin embargo, cudles son las tirosinas concretas en las que se
produce esta fosforilaciébn no estéd totalmente dilucidado. Por ello, nos parecid interesante
comprobar, si el proceso de diferenciacion megacariocitica conlleva asociados cambios en los
niveles de fosforilacion de las PTPs SHP1 y SHP2. Las células HEL y K562, inician la
diferenciacion megacariocitica cuando se tratan con concentraciones nanomolares de ésteres
de forbol. Nosotros elegimos una concentracion de 20 nM de PMA, utilizada desde hace
tiempo en nuestro laboratorio para este fin. Para comprobar si los niveles de fosforilacion de

SHP1 y SHP2 estaban alterados, detectamos los niveles de fosforilacion con anticuerpos que
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reconocen especificamente estas proteinas cuando se encuentran fosforiladas.
Concretamente, detectamos los niveles de fosforilacion de la tirosina 536 de SHP1 y de la 580
de SHP2 (Figura R.1).

-+ o+ 4 + + + + + PMA -+ o+ 4 + + + + + PMA

- - - - - + + + + PMA+DPI - - - -+ + + + PMA+DPI

0 5 15 30 60 5 15 30 60 Tiempo (min) 0 5 15 30 60 5 15 30 60 Tiempo(min)
J——— PSHPLY536 | i s s S s | PSHP2 Y580

 —

T —— —————— — | S{P2-{

A s ——| - TUbLIia N e et | - TUbLIING

1,00 1,35 3,56 344 519 1,01 043 0,39 0,25 pSHP1Y536/SHP1t 100 057 029 044 043 043 046 042 0,33 pSHP2/SHP2t
100 138 112 120 060 108 106 090 043 B-Tubulina 1,00 1,43 2,02 1,18 0,54 0,54 0,99 1,04 1,57 B-Tubulina

Figura R.1: Durante la diferenciacion megacariocitica los niveles de fosforilacion de SHP1 aumentan y los niveles de
fosforilacion de SHP2 disminuyen. Células HEL fueron tratadas con PMA 20 nM o PMA 20 nM y DPI 5uM durante los
tiempos que se indican en la figura. Se resolvieron los extractos celulares en un Western blot y se detectaron con anticuerpos
frente a la forma fosforilada de la tirosina 536 de SHP1 y de la tirosina 580 de SHP2. La proteina total de SHP1 y SHP2,
ademas de la B-Tubulina, se utilizaron como control de carga. Se muestra un experimento representativo de 3 realizados.

Hemos comprobado que, en células HEL tratadas con PMA, se produce un incremento
en la fosforilacién de la tirosina 536 de SHP1. Este incremento se aprecia ya a los 15 minutos
de incubacién, siendo sostenido durante al menos una hora. Sin embargo, encontramos una
disminucién de la fosforilacion de la tirosina 580 de SHP2 a esos mismos tiempos. Estos
datos sugieren que SHP1 y SHP2 podrian ser reguladas por fosforilacion en los instantes
iniciales de la diferenciacién megacariocitica. Se ha descrito que la fosforilacién en tirosina de
SHP1 estimula la actividad de esta fosfatasa. Se conocen al menos tres residuos de tirosina
gue se fosforilan en SHP1: Y536, Y543 y Y566. Ademas, existe fosforilacion en serina (Poole
y Jones, 2005). Al igual que ocurre con el PMA, el tratamiento con VEGF (de sus siglas en
inglés, vascular endothelial growth factor) aumenta la fosforilaciéon de SHP1 en la tirosina 536.
Estos autores demuestran que a la vez que se produce este incremento de la fosforilacion de
SHP1 aumenta su actividad (Martin et al., 1999). Teniendo en cuenta que la fosforilacion de
SHP1 es un proceso rapido y coincide con el descenso de actividad PTPasica global,
podemos sugerir que tal incremento en la fosforilacién se debe a la inhibiciéon del enzima o
enzimas que se encarguen de su desfosforilacién. En relacion a SHP2, en otros estudios, la
sobreexpresion del receptor con actividad quinasa B-PDGF hace aumentar los niveles de
SHP2 fosforilada en las tirosinas y, a su vez, la actividad catalitica de SHP2 también es mayor
(Vogel et al., 1993). SHP2 se fosforila en tirosina al menos en los residuos Y63, Y279, Y542y
Y580 (Mitra et al., 2008). Por lo tanto, atendiendo a los datos bibliogréficos esperariamos un
incremento de la actividad de SHP1 y un descenso de la actividad de SHP2 debido a estas

fosforilaciones.
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Como las NADPH oxidasas tienen un papel clave en la diferenciacion megacariocitica
(Sardina et al., 2010), decidimos comprobar si un inhibidor de NADPH oxidasas, el DPI, tenia
algun efecto sobre esta fosforilacion. Como se puede ver en la figura R.1, la fosforilacién de
SHP1, que se produce al inicio de la diferenciacibn megacariocitica, es blogqueada en
presencia del inhibidor de NADPH oxidasas. Las ROS producidas en las etapas iniciales de la
diferenciacién megacariocitica por las NADPH oxidasas son necesarias para que se consiga
la completa activacion (fosforilacion) de proteinas clave en las rutas de sefializacion que
regulan la megacariopoyesis (Sardina et al., 2010). Estos datos muestran que ocurre lo
mismo para la fosforilacion de SHP1 y, sin embargo, los niveles de fosforilacion de SHP2 no
se ven alterados por la presencia del inhibidor de NADPH oxidasas.

4.1.2 Reduccion de los niveles de SHP1 en células HEL y K562

Teniendo en cuenta que la fosforilacion de SHP1 variaba durante la diferenciacion
megacariocitica, SHP1 parecia un buen candidato para regular, al menos en parte, la
diferenciaciébn megacariocitica. Para indagar en ello, utilizamos la estrategia de reducir los
niveles de esta proteina mediante ARN de interferencia (ARNi). Disefiamos dos secuencias
de ARNi contra la secuencia del mensajero de SHP1 (véase seccion de métodos). En primer
lugar, comprobamos si las células habian incorporado el plasmido en el que se clonaron las
secuencias de interferencia. Para ello, en estas células se midié, mediante citometria de flujo,
la expresion de GFP (de sus siglas en inglés, Green Fluorescent Protein) que se utilizé como
reportero porque se expresa en las células en que se ha internalizado la secuencia. Como se
puede ver en la figura R.2 los porcentajes alcanzados superaron el 90% de células que

expresaban GFP.

ARNi Luciferasa ARNiISHP11 ARNi SHP1 2
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Figura R.2: Porcentaje de infeccion: Las células HEL utilizadas en el estudio se infectaron con lentivirus con la construccién
para el silenciamiento de Luciferasa, control, y dos secuencias de silenciamiento de SHP1. EI nimero indica el porcentaje de
células en el pico. Se muestra un experimento representativo.
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A continuacion, medimos los niveles de proteina de SHP1 mediante transferencia de
western con un anticuerpo que la reconoce especificamente. Comprobamos que,
efectivamente, los niveles de proteina de SHP1 se habian reducido en células HEL y K562
con las dos secuencias empleadas para su silenciamiento (Figura R.3).

HEL K562
ARNi ARNi
ARNi SHP1 ARNi SHP1
Luc 1 2 Luc 1 2
— SHP1 SHP1

_‘ B-Tubulina s w— e | 3-Tubulina

1,00 0,15 0,08 SHP1/B-Tubulina 1,00 0,55 0,25 SHP1/B-Tubulina

Figura R.3: Silenciamiento de SHP1: Extractos celulares de las células HEL y K562 infectadas con lentivirus con la
construccion para el silenciamiento de Luciferasa, control, y dos secuencias de silenciamiento de SHP1 se resolvieron en un
Western blot y se detectaron con anticuerpos frente a SHP1. La B-Tubulina se utiliz6 como control de carga. Se muestra un
experimento representativo de 3 realizados.

4.1.2.1 Fenotipado de células HEL y K562 donde se ha reducido la expresion

de SHP1

Como otras células sanguineas, los megacariocitos expresan una serie de marcadores
a lo largo de su diferenciacion. Dos de estos marcadores son CD41a y CD61. Por ello, una
manera efectiva de seguir el desarrollo de la diferenciacibn megacariocitica es medir los
niveles de estos marcadores mediante citometria de flujo. Se analizaron los niveles de estos
marcadores y se comprobd que la reduccion de los niveles de SHP1, en células HEL y K562,
aumentaba los niveles de marcadores megacariociticos en células estimuladas durante 48h

con PMA 20 nM, con respecto a células control. (Figura R.4).
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Figura R.4: El silenciamiento de SHP1 aumenta los niveles de marcadores megacariociticos de células HEL y K562
estimuladas con PMA 20 nM: Células HEL y K562 infectadas con lentivirus con la construccion para el silenciamiento de
Luciferasa, control, y dos secuencias de silenciamiento de SHP1 se trataron con PMA 20 nM durante 48 h. Los marcadores de
superficie CD41a y CD61 se midieron con anticuerpos fluorescentes especificos mediante citometria de flujo. Las barras
muestran la media + la desviacion estandar. +=p<0,05, ++=p<0,01, +++=p<0,001 representan la significacion frente al control
(ARN:i de Luciferasa).
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Ademas, para nuestra sorpresa, las células HEL, que no se habian estimulado con PMA
para iniciar la diferenciacibn megacariocitica, también presentaban unos niveles de
marcadores mas altos que las células control. Es decir, la simple interferencia de SHP1 hace
que las células HEL aumenten los marcadores megacariociticos; esto no lo hemos observado
en células K562. (Figura R.5).

HEL K562

CD41la CD61
1000 4 n=3 n=6 300 1
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ARNi  ARNi ARNi ARNi ARNi ~ ARNi ARNi ARNi  ARNi ARNi ARNi 0 ARNi  ARNi ARNi
Luciferasa SHP11 SHP12  SHP1 Luciferasa SHP11 SHP12 Luciferasa SHP11 SHP12  SHP1 Luciferasa SHP11 SHP12  SHP1
1+2 142 142

ARNi

Figura R.5: El silenciamiento de SHP1 aumenta los niveles basales de marcadores megacariociticos de células HEL:
Utilizando células HEL y K562 infectadas con lentivirus con la construccion para el silenciamiento de Luciferasa, control, y
dos secuencias de silenciamiento de SHP1, se midieron los marcadores de superficie CD41la y CD61 con anticuerpos
fluorescentes especificos mediante citometria de flujo. Las barras muestran la media + la desviacion estandar. +=p<0,05,
++=p<0,01, +++=p<0,001 representan la significacion frente al control (ARNi de Luciferasa).

Para intentar ahondar en el mecanismo por el cual se produce este aumento de los
niveles de marcadores megacariociticos, analizamos dos de las rutas de sefalizacién que se
activan durante el proceso de megacariopoyesis. Estas son la ruta de las MAPK quinasas y la
ruta de los factores de trascripcion STATs. Los factores STATs son fosforilados por la
proteina JAK2 asociada al receptor de TPO (Kaushansky, 2005). Para ello seguimos la
fosforilacion (activacién) de ERK y de STATS5, que son dos proteinas claves en estas rutas,

con anticuerpos especificos (Figura R.6).

K562
ARNi HEL ARNi ARNi _ ARNi
ARNi SHP1 ARNi SHP1 ARNi SHP1 ARNi SHP1
Luc 1 2 Luc 1 2 Luc 1 2 Luc 1 2
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Figura R.6: La interferencia de SHP1 altera la activacion de algunas rutas que desencadenan la diferenciacién
megacariocitica: Extractos celulares de las células HEL y K562 infectadas con lentivirus con la construccion para el
silenciamiento de Luciferasa, control, y dos secuencias de silenciamiento de SHP1 se resolvieron en un Western blot y se
detectaron con anticuerpos especificos frente a las formas activas/fosforiladas de ERK y STATS5. La proteina total de ERK y
STATS se utilizéd como control de carga. Se muestra un experimento representativo de 4 realizados.

Se puede observar que las células, que tienen interferida la expresion de SHP1,
presentan unos mayores niveles de fosforilacién de STAT5 y ERK. Como se puede ver, el

aumento en los niveles de diferenciacion megacariocitica, producido por la reduccién de los

111



niveles de SHP1, se relaciona con un aumento de la activacion de estas rutas de
sefalizacién. Hemos observamos que esta activacion es muy sutil en la ruta de los STATs de
células HEL. Esto podria indicar que, en este caso, la mayor activacién de ERK, efector final
de la ruta de las MAPKs quinasas, es suficiente para producir el fenotipo observado en las
figuras anteriores (R.4 y R.5). Existe controversia en cuanto al efecto que la reduccion de los
niveles de SHP1 provoca en la activacion de la ruta de las MAPKK. Por ejemplo, la
interferencia y sobreexpresion de esta fosfatasa en células mononucleadas de médula raton
no altera los niveles de pERK cuando son estimuladas con M-CSF para inducir la
diferenciacién a monocitos/macrofagos (Choi et al., 2011). Sin embargo, en coincidencia con
nuestros datos, las células mononucleadas de los ratones mutantes que presentan bajos
niveles de SHP1 presentan unos niveles superiores de pERK que los ratones silvestres. La
diferencia podria deberse a la manera de reducir los niveles de SHPL1. Estas células, de estos
mismos ratones, presentan incrementados los niveles de STAT5 activado (pSTATS5), pero
solo cuando son tratadas con interleuquina 3 que activa en estas células la diferenciacion a
mastocitos (Nakata et al., 2011). De hecho, se conoce desde hace tiempo que SHP1
interacciona con JAK2, proteina que posteriormente fosforila a los STATs, y con STAT5
(Klingmuller et al., 1995; Xiao et al., 2009). Nuestros datos sugieren que SHP1 actia como

regulador negativo de la activacion de estas rutas de sefializacion.

4.1.3 Reduccién de los niveles de SHP2 en células HEL y K562
A continuacién tratamos de caracterizar el fenotipo producido por la interferencia de
SHP2 en la megacariopoyesis de células HEL y K562. Siguiendo el proceso descrito para
SHP1, en primer lugar comprobamos que la mayoria de las células habian incorporado la
secuencia de ARNi deseado. Para ello medimos la fluorescencia verde emitida por la GFP

(Figura R.7). En este caso obtuvimos porcentajes superiores al 85%.

RNAI Luciferasa RNAi SHP2 a RNAiISHP2b

92,88 % 92,12 % 86,08 %

Eventos

L e
FL1-GFP

Figura R.7: Porcentaje de infeccion: Las células HEL utilizadas en el estudio se infectaron con lentivirus con la construccién
para el silenciamiento de Luciferasa, control, y dos secuencias de silenciamiento de SHP2. El nimero indica el porcentaje de
células en el pico. Se muestra un experimento representativo.
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Posteriormente medimos los niveles de proteina de SHP2 mediante transferencia de
western con un anticuerpo que reconoce especificamente SHP2. Los niveles se habian
reducido claramente también en ambas lineas celulares (Figura R.8).

HEL K562
ARNi ARNi
ARNi SHP2 ARNi SHP2

Luc 1 2

- SHP2
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Figura R.8: Silenciamiento de SHP2: Extractos celulares de las células HEL y K562 infectadas con lentivirus con la
construccion para el silenciamiento de Luciferasa, control, y dos secuencias de silenciamiento de SHP2 se resolvieron en un
Western blot y se detectaron con anticuerpos especificos frente a SHP2. La B-Tubulina se utiliz6 como control de carga. Se
muestra un experimento representativo de 3 realizados.

4.1.2.1 Fenotipado de células HEL y K562 donde se ha reducido la expresién

de SHP1

Igual que en el caso de SHP1, analizamos los niveles de marcadores megacariociticos
mediante citometria de flujo. Asi se comprob6 que la reduccion de los niveles de SHP2 en
células HEL y K562 también aumentaba los niveles de marcadores megacariociticos en
células estimuladas durante 48h con PMA 20 nM, con respecto a células control, de forma
muy similar a lo encontrado para SHP1 (Figura R.9.).
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Figura R.9: El silenciamiento de SHP2 aumenta los niveles de marcadores megacariociticos de células HEL y K562
estimuladas con PMA 20 nM: Células HEL y K562 infectadas con lentivirus con la construccion para el silenciamiento de
Luciferasa, control, y dos secuencias de silenciamiento de SHP2 se trataron con PMA 20 nM durante 48 h. Los marcadores de
superficie CD41a y CD61 se midieron con anticuerpos fluorescentes especificos mediante citometria de flujo. Las barras
muestran la media + la desviacion estandar. +=p<0,05, ++=p<0,01, +++=p<0,001 representan la significacion frente al control
(ARNi de Luciferasa).

En vista de que los resultados eran similares a los encontrados para SHP1, medimos

los diferentes marcadores en células sin estimular con PMA, comprobando que la
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interferencia de SHP2 aumenta los niveles de CD4l1a y CD61 en células HEL (Figura R.10)
pero no en K562. Sorprendentemente, estos resultados coinciden con los obtenidos cuando
reducimos los niveles de SHP1.
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Figura R.10: El silenciamiento de SHP2 aumenta los niveles basales de marcadores megacariociticos de células HEL:
Utilizando células HEL y K562 infectadas con lentivirus con la construccion para el silenciamiento de Luciferasa, control, y
dos secuencias de silenciamiento de SHP2 se midieron los marcadores de superficie CD4la y CD61 con anticuerpos
fluorescentes especificos mediante citometria de flujo. Las barras muestran la media + la desviacion estandar. +=p<0,05,
++=p<0,01, +++=p<0,001 representan la significacion frente al control (ARNi de Luciferasa).

Analizando en conjunto los datos de SHP1 y SHP2 presentados hasta aqui, otros
autores proponen que deleccién condicional en ratones de SHP1 no produce cambios en el
recuento de plaquetas y tan solo un pequefio aumento de volumen de las mismas, mientras
las la deleccién condicional de SHP2 provoca una disminucion del nimero de plaquetas del
30%, sin embargo, el volumen de estas plaquetas es un 16% superior a las plaquetas del
ratén silvestre (Mazharian et al., 2013). Ademas, estos autores no encuentran cambios en la
expresion de la integrinas CD61 de ninguno de estos ratones y, en general, los cambios en la
expresion de otras integrinas son sutiles. Por dltimo, analisis ex vivo de los megacariocitos de
estos ratones tratados con TPO muestran un bloqueo de las células con contenido 2N y 4N, lo
gue indicaria que la deficiencia de SHP1 y SHP2 estaria bloqueando la diferenciacién. Sin
embargo, nuestros datos sugieren un papel como reguladores negativos de ambas PTPs en
la diferenciacién megacariocitica. Esta aparente contradiccion podria ser debida a que en el
estudio de Mazhairan et al, analizan la diferenciacién terminal de megacariocitos, y la
liberacién de plaquetas, mientras que nosotros analizamos la diferenciacién en lineas
celulares que pueden diferenciarse a eritrocitos 0 megacariocitos; es decir, estariamos
analizando las etapas iniciales del proceso. Bajo nuestro punto de vista, cabe la posibilidad de
que estos enzimas puedan jugar papeles distintos en las diferentes etapas del proceso. Este
hecho explicaria por ejemplo, que estos mismos ratones presenten un claro bloqueo de los

megacariocitos en fase 2N/4N y, sin embargo, presenten un recuento de plaquetas normal.

Continuando con el mismo proceso ya descrito para SHP1, nos centramos en conocer si
SHP2 regula la diferenciacion megacariocitica a través de alguna via de sefializacion (Figura
R.11).
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Figura R.11: La interferencia de SHP2 altera la activacion de algunas rutas que desencadenan la diferenciacion
megacariocitica: Extractos celulares de las células HEL y K562 infectadas con lentivirus con la construccion para el
silenciamiento de Luciferasa, control, y dos secuencias de silenciamiento de SHP2 se resolvieron en un Western blot y se
detectaron con anticuerpos especificos frente a las formas activas/fosforiladas de ERK y STATS5. La proteina total de ERK y
STATS se utiliz6 como control de carga. Se muestra un experimento representativo de 4 realizados.

En células K562, al igual que para SHP1, vemos como las rutas que cursan con la
fosforilacion de ERK y STAT5 estan claramente mas activadas en las células con niveles
reducidos de SHP2. Aunque los niveles fosfotirosina estan muy condicionados en estas
células por la presencia de la quinasa permanentemente activa BCR-ABL, las células K562
con expresion reducida de SHP2 que presentan una mayor expresion de marcadores
megacariociticos, presentan una mayor activaciébn de las rutas de sefalizacién. Por el
contrario, y para nuestra sorpresa, en células HEL, con niveles reducidos de SHP2, los
niveles de fosforilacion de ERK y STAT5 son mucho menores. Sin embargo, esta
ampliamente descrito que la bajada de niveles de SHP2 provoca una reduccién de los niveles
de activacion de las MAPKK, bajada de los niveles de pERK. Asi esta descrito, por ejemplo,
en la diferenciacion de células epiteliales de intestino, que la reduccién condicional en estas
células de SHP2 provoca una disminucion de los niveles de pERK (Heuberger et al., 2014).
Ademas, la reduccién mediante ARNi de SHP2 en la linea celular A549 provoca también una
reduccion de los niveles de fosforilaciéon de ERK (Tien y Chang, 2014). Mas contradictorio es
el resultado de pSTATS. pSTATS ha sido identificado como una diana de SHP2 in vivo (Chen
et al., 2003). Por ello, una reduccion de los niveles de SHP2 deberia aumentar los niveles de
pSTATS. En cualquier caso, hay que recordar que las células con las que se analizaron estas
rutas de sefalizacion no habian sido estimuladas con PMA, por lo que, aunque presentan
mas marcadores megacariociticos de superficie (figura R.9), puede ser que aun no hubieran
iniciado la diferenciacion como tal, por ejemplo a nivel de factores de transcripcion. Una
explicacibn complementaria seria que, en estas células, la influencia de SHP2 se desarrolla

por otras vias de sefializacion.

A lo largo de este trabajo ya hemos hablado, y hablaremos, de la importancia de la 3-
Catenina en la hematopoyesis. Para intentar comprobar si la B-Catenina estaba implicada en
la alteracién producida por el silenciamiento de SHP2, medimos los niveles de 3-Catenina en

estas células. (Figura R.12).
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Figura R.12: La interferencia de SHP2 altera los niveles de B-Catenina en células HEL: Extractos celulares de las células
HEL infectadas con lentivirus con la construccion para el silenciamiento de Luciferasa, control, y dos secuencias de
silenciamiento de SHP2 se resolvieron en un Western blot y se detectaron con anticuerpos frente a -Catenina. La p-Tubulina
se utiliz6 como control de carga. Se muestra un experimento representativo de 3 realizados.

Comprobamos que la reduccion de SHP2 aumenta los niveles de 3-Catenina. Ademas,
como se observa en figura R.13, la B-Catenina también se estabiliza cuando reducimos los
niveles de SHP1 en células HEL.
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Figura R.13: La interferencia de SHP1 altera los niveles de B-Catenina en células HEL: Extractos celulares de las células
HEL infectadas con lentivirus con la construccion para el silenciamiento de Luciferasa, control, y dos secuencias de
silenciamiento de SHP1 en un Western blot y se detectaron con anticuerpos frente a B-Catenina. La p-Tubulina se utiliz6 como
control de carga. Se muestra un experimento representativo de 3 realizados.

Este fendmeno no lo hemos observado en la linea celular K562, como se ve en figura
R.14. Parece, por lo tanto, que la activacion de la megacariopoyesis podria no

desencadenarse exactamente por idénticas rutas de sefializacion en ambas lineas celulares.
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Figura R.14: La interferencia de SHP2 no altera los niveles de p-Catenina en células K562: Extractos celulares de las
células K562 infectadas con lentivirus con la construccion para el silenciamiento de Luciferasa, control, y dos secuencias de
silenciamiento de SHP2 se resolvieron en un Western blot y se detectaron con anticuerpos p-Catenina. La B-Tubulina se utilizd
como control de carga. Se muestra un experimento representativo de 3 realizados.

Segun Gu y colaboradores, una bajada en los niveles de B-Catenina producida por la
sobreexpresion de un inhibidor de la ruta Wnt/B-Catenina (Dickkopf 3), en lineas tumorales

de pancreas, provoca una disminucion de los niveles de pERK (Gu et al., 2011). Estos datos
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estarian en correlacion con los datos obtenidos en nuestro laboratorio, donde la diferenciacion
megacariocitica estimulada con PMA produce un aumento de las rutas de sefializacion de
JAK y MAPKK vy, también, una estabilizacién de los niveles de B-Catenina (Sardina et al.,
2010; Sardina et al., 2014). Sin embargo, la interconexién de estas tres rutas en este sistema
debe ser estudiada en mas profundidad, ademas de los efectos concretos que pueda tener en
los niveles de fosfotirosina el hecho de que las células K562 sobreexpresen la tirosina
guinasa BCR-ABL.

4.1.4 Lafosforilacion de SHP2 se ve incrementada por lainterferencia de SHP1

En conjunto, los datos hasta aqui descritos hacen pensar que SHP1 y SHP2 estan
regulando la diferenciacibn megacariocitica en lineas celulares. Quisimos comprobar si la
alteracion de los niveles de una de las proteinas afectaba a los niveles fosforilacion de la otra
proteina, dado que ambas funcionan como reguladores negativos de la diferenciacion
megacariocitica. Comprobamos que la interferencia de SHP1 hace aumentar los niveles de
fosforilacion de SPH2 en la tirosina 580, sugiriendo que SHP1 podria ser uno de los
encargados de desfosforilar a SHP2 in vivo (Figura R.15). Esta descrito que SHP1 y SHP2
interaccionan in vivo, al menos en la sefalizacién producida por interleuquina 3. En este caso
ambas fosfatasas tienen a Gabl como sustrato (Wheadon et al., 2002), lo que les permitiria

ser el sustrato una de la otra como sugieren nuestros resultados.

K562 HEL
: ARNi
ARNi .

ARNi SHP1 AFN' _SHP1

Luc 1 2 ue 1 2
— - w— | SHP2-t -— cun GNP SHP2-t

1,00 5,08 5,10 pSHP2Y580/ 1,00 1,18 1,08 PSHP2Y580/

SHP2-t SHP2-t

Figura R.15: La interferencia de SHP1 incrementa los niveles de fosforilacion de SHP2: Extractos celulares de las células
HEL y K562 infectadas con lentivirus con la construccion para el silenciamiento de Luciferasa, control, y dos secuencias de
silenciamiento de SHP1 se resolvieron en un Western blot y se detectaron con anticuerpos frente a la forma fosforilada en la
tirosina 580 de SHP2. La proteina total de SHP2 se utiliz6 como control de carga. Se muestra un experimento representativo de
3 realizados.

Sin embargo, la reduccion de SHP2 no incrementa los niveles de fosforilaciéon de
SHP1. (Figura R.16).
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Figura R.16: La interferencia de SHP2 no incrementa los niveles de fosforilacion de SHP1: Extractos celulares de las
células HEL infectadas con lentivirus con la construccion para el silenciamiento de Luciferasa, control, y dos secuencias de
silenciamiento de SHP2 se resolvieron en un Western blot y se detectaron con anticuerpos frente a la forma fosforilada en la
tirosina 536 de SHP1. La proteina total de SHP1 se utiliz6 como control de carga. Se muestra un experimento representativo de
3 realizados.

Como hemos dicho, en general, la fosforilacion de SHP1 y SHP2 activa a estas proteinas
(Martin et al., 1999; Vogel et al., 1993). Por ello, nos parece interesante que observemos una
disminucion de la fosforilacion de SHP2 durante la diferenciacion megacariocitica y, sin
embargo, estos niveles aumenten cuando reducimos los niveles de SHP1, de la que ya
hemos descrito que se fosforila durante este proceso (Figura R1). Por lo tanto, podria tratarse
de un efecto de compensacion, y al reducirse los niveles de SHP1, SHP2 se fosforilaria,

activandose.

4.1.5 Medidade la actividad de SHP1 y SHP2

A continuacion, procedimos a medir la actividad de estas dos enzimas durante la
diferenciacibn megacariocitica para comprobar si realmente su actividad cambiaba durante la
megacariopoyesis, como parecian indicar los datos hasta ahora mostrados. Datos de nuestro
grupo muestran una importante bajada de la actividad PTPasica total al inicio de la
diferenciacion megacariocitica de células HEL estimuladas con PMA (Sardina, 2010). Esta
bajada se conoce en otros procesos desencadenados por PMA (Kiyomoto et al., 1994), y
podria ser necesaria para que se produzcan las fosforilaciones que desencadenan dicha
diferenciacion (Avraham y Price, 1999). Esta bajada contindia con un aumento de la actividad

a tiempos mas largos.

Como se describe en el apartado de métodos, para medir la actividad de SHP1 y SHP2
inmunoprecipitamos, con anticuerpos especificos, cada una de las PTPs en extractos
celulares. Estos extractos provenian de células sometidas a tratamiento con PMA para
desencadenar la megacariopoyesis durante diferentes tiempos. Asi comprobamos que la
actividad, tanto de SHP1 como de SHP2, aumenta considerablemente a partir de 16 horas de

estimulacion con PMA (Figura R.17).
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Figura R.17: La actividad de SHP1 y SHP2 aumenta a tiempos largos en la diferenciacion megacariocitica: Células HEL
fueron tratadas con PMA 20 nM durante los tiempos que se indican en la figura. De los extractos celulares se
inmunoprecipitaron con anticuerpos frente a SHP1 o SHP2 la misma cantidad de proteina. La actividad se siguié por
espectrofotometria a una longitud de 495 nm después de dos horas de reaccidn con las muestras en presencia de pnpp. Cada
punto representa la media + la desviacion estarndar de 4 experimentos. +=p<0,05 representa la significacion frente al control (0
horas).

Este patrén se corresponde con el observado en la actividad PTP&sica total (Sardina,
2010). Con esta subida se produciria el apagado de las rutas de sefializacion que cursan con
activacion por fosforilacion. Por ello, SHP1 y SHP2 podrian estar mediando en el proceso.
Esto es asi porque, una vez que se ha producido el desencadenamiento de la diferenciacion,

es necesario que estas rutas vuelvan a los niveles de fosforilacion iniciales.

Intentamos resolver, con mayor detalle, la actividad de SHP1 y SHP2 en los momentos
iniciales de la diferenciacién. Para ello medimos la actividad PTPéasica de SHP1 y SHP2 a

tiempos cortos de diferenciacion, hasta 30 minutos de estimulacién con PMA (Figura R.18).
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Figura R.18: La actividad de SHP1 y SHP2 disminuye a tiempos cortos en la diferenciacion megacariocitica: Células
HEL fueron tratadas con PMA 20 nM durante los tiempos que se indican en la figura. De los extractos celulares se
inmunoprecipitaron con anticuerpos frente a SHP1 o SHP2 la misma cantidad de proteina. La actividad se siguié por
espectrofotometria a una longitud de 495 nm después de dos horas de reaccion con las muestras en presencia de pnpp. Cada
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punto representa la media + la desviacion estarndar de 4 experimentos. +=p<0,05 representa la significacion frente al control (0
minutos).

Como se puede ver, durante los minutos iniciales de la diferenciacion megacariocitica
en células HEL estimuladas con PMA, se produce una bajada de la capacidad de SHP1 y
SHP2 para desfosforilar sustratos. Esta bajada ya es significativa con respecto a células en
estado basal, no estimuladas con PMA, a los 5 minutos de tratamiento con PMA. De hecho, a
los 15 minutos de estimulacion con PMA, solo observamos bajadas significativas para SHP1.
A la media hora las dos PTPs estudiadas recuperan una actividad similar al control. Esta
bajada de actividad es coincidente en el tiempo con el cambio en la fosforilacion de estas dos
proteinas mostrado en la figura R.1. Al igual que lo descrito en la bibliografia (Vogel et al.,
1993), la bajada de fosforilacion de SHP2 estaria relacionada con la bajada de actividad. Sin
embargo, parece que la fosforilacion de SHP1 producida por la estimulacion con PMA que se
produce al inicio de la diferenciacion megacariocitica estaria inhibiendo SHP1, lo que
contrasta con datos mostrados en otros trabajos, donde se asocia la fosforilacion de SHP1

producida por VEGF con un aumento de la actividad (Bhattacharya et al., 2008).

Independientemente de la fosforilaciéon, si, como segun nuestros datos indican, se
produce una bajada de actividad de SHP1 y SHP2 al inicio de la diferenciacion
megacariocitica, esto podria permitir que se activen las rutas de sefializacion. Por ejemplo,
SHP2 es capaz de desfosforilar a STAT5 in vivo, por lo que, si se inhibe la actividad de SHP2,
los niveles de fosforilacion de STATS deberian ser mas altos (Chen et al., 2003). Estos
resultados sugieren que una bajada puntual de la actividad, de al menos SHP1 y SHP2,
permite que se active la sefializacion de la diferenciacion megacariocitica. Esta bajada, de la
actividad de estas PTPs, permitiria la fosforilacibn de ciertas proteinas de las vias de

sefalizacion intracelulares.

Como ya hemos comentado ampliamente, se sabe que la actividad de las PTPs puede
estar regulada por oxidacién de su centro catalitico (Meng et al., 2002). Ademas, conociamos
que se produce una subida de ROS, producidas por NADPH oxidasas, en el contexto de la
diferenciacion megacariocitica (Sardina et al., 2010). Por ello quisimos comprobar si la
inhibicion de la actividad de SHP1 y SHP2 se podia revertir inhibiendo las NADPH oxidasas

que se activan durante la diferenciacion (Figura R.19).
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Figura R.19: El DPI aumenta la actividad de SHP1 y SHP2: Células HEL fueron tratadas con PMA 20 nM 0 PMA20 nM y
DPI 5 uM durante los tiempos que se indican en la figura. De los extractos celulares se inmunoprecipito con anticuerpos
especificos SHP1 o SHP2. La actividad se siguio por espectrofotometria a una longitud de 495 nm después de dos horas de
reaccién con las muestras en presencia de pnpp. Cada punto representa la media + la desviacion estarndar de 4 experimentos.

+=p<0,05 representa la significacion frente al control (0 minutos). *=p<0,05 representa la significacion frente al mismo
tiempo de tratamiento con PMA.

En cuanto a la actividad de SHP1, comprobamos que el DPI, un inhibidor de NADPH
oxidasas, no permite que se produzca la bajada de actividad asociada al tratamiento con PMA
para desencadenar la megacariopoyesis. Esta actividad es significativamente mayor a5y 15
minutos. A los 30 minutos, la actividad de SHP1 sigue siendo superior en células tratadas con
PMA y DPI que en las células solo tratadas con PMA. En cuanto a la actividad de SHP2
cuando se afiade el DPI, la actividad se mantiene por encima a 5 y 15 minutos con respecto a
la actividad con PMA. Aunque las diferencias que hemos encontrado no son significativas,
pensamos que las NADPH oxidasas si que pueden estar jugando un papel en la regulacién
de la actividad de SHP2, aunque no sea tan acusado como en el caso anterior. El efecto del
DPI es especialmente significativo. El hecho de que la oxidaciéon bloquea la actividad de las
PTPs estd ampliamente descrito (Meng et al., 2002) y nuestros resultados asi lo avalan. Sin
embargo, el DPI provoca que SHP1 presente unos niveles de fosforilacibn menores, lo que
deberia coincidir con una menor tasa de actividad (Bhattacharya et al., 2008), cosa que no
ocurre. Independientemente de lo que ocurra con la actividad, el hecho de que SHP1
presente unos niveles de fosforilacion en tirosina menores puede que sea debido a que otras
tirosina fosfatasas se encuentran mas activas por una menor presencia de ROS en la célula
debido al DPI.

4.1.6 Medida del estado de oxidacién de PTPs en la diferenciacion
megacariocitica.

En conjunto, los resultados anteriores muestran que SHP1 y SHP2 juegan un papel

importante en la diferenciacion megacariocitica de células HEL. Ademas, su actividad, y por lo

tanto su regulacion, parece estar influenciada por las ROS que las NADPH oxidasas producen
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en los momentos iniciales de esta diferenciacion. Esto sugiere que la regulacion de esta
actividad podria ser, al menos en parte, por oxidaciéon de su centro activo. Por lo tanto, nos
parecio interesante intentar medir el estado de oxidacion de las proteina tirosina fosfatasas en
la diferenciacion megacariocitica. Esto es posible gracias a que existe un anticuerpo
comercial que reconoce el centro activo oxidado de las PTPs (Ostman et al., 2011).

En una primera aproximacion tratamos las células con pervanadato. Como inhibidor de
PTPs que es, el pervanadato provoca una fuerte bajada de la actividad PTPasica, entre otras
cosas, porque oxida irreversiblemente su centro activo. El tratamiento con pervanadato

provoca cambios en la oxidacion del centro activo de numerosas PTPs (Figura R.20).
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R.20: Las PTPs se oxidan con pervanadato: Células HEL y K562 fueron tratadas con pervanadato 100 uM durante los
tiempos que se indican en la figura. Los extractos celulares se resolvieron en un Western blot y se hibridaron con un anticuerpo
que reconoce el centro activo oxidado de las PTPs. Los nimeros de la izquierda indican el tamafio de las bandas del marcador
de peso molecular. Se muestra un experimento representativo.

En general, se observa un aumento de la oxidacion de diferentes bandas. Por tamafio, y
en una aproximacion grosera, podria tratarse de las PTPs que se indican en la parte derecha.
Nos parecio especialmente interesante que a la altura del marcador de 72 kilodaltons
aparecieran una o dos bandas oxidadas, las cuales podrian ser SHP1 y SHP2, que pesan 70
y 72 KDa respectivamente. Para seguir indagando en esta posibilidad, repetimos el
experimento tratando a las células con PMA 20 nM, concentracién que utilizamos para

desencadenar la diferenciacion megacariocitica (Figura R.21).
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Figura R.21: Algunas PTPs se oxidan durante la diferenciacion megacariocitica: Células HEL y K562 fueron tratadas con
PMA 20 nM durante los tiempos que se indican en la figura. Los extractos celulares se resolvieron en un Western blot y se
hibridaron con un anticuerpo que reconoce el centro activo oxidado de las PTPs. Los nimeros de la izquierda indican el tamafio
de las bandas del marcador de peso molecular. Se muestra un experimento representativo.

Como era de esperar, en este caso, la oxidacibn es menos evidente, pero
probablemente se deba a que la induccién con PMA no es capaz de desencadenar totalmente
la oxidacion el grupo sulfhidrilo. Como hemos comentado en el apartado metodologico, la
cisteina se debe encontrar totalmente oxidada (&cido sulfinico o sulfénico) para que el
anticuerpo la detecte. No obstante, se observa coémo el estado de oxidacion de algunas
bandas aumenta durante la diferenciacion megacariocitica, lo que podria indicar que la
regulacion por oxidacion de PTPs puede ser importante durante la diferenciacion
megacariocitica. Por eso decidimos seguir adelante con el estudio, e intentar dilucidar el

estado de oxidacion concreto de SHP1 y SHP2 durante la diferenciacibn megacariocitica.

4.1.7 Medida del estado de oxidacion de SHP1 y SHP2 durante la diferenciacién
megacariocitica de células HEL.

Como la bajada de actividad de SHP1 y SHP2 se produce en los primeros minutos de
diferenciacién con PMA, en primer lugar tratamos de medir los niveles de oxidacion a estos
tiempos. Como se puede ver (Figura R.22), en los minutos iniciales de diferenciacion
megacariocitica de células HEL con PMA se produce una oxidacion de SHP1 y SHP2, que se

prolonga, al menos, hasta los 60 minutos de estimulacion.
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Figura R.22: SHP1 y SHP2 se oxidan durante las fases iniciales de la diferenciacion megacariocitica: Células HEL fueron
tratadas con PMA 20 nM durante los tiempos que se indican en la figura. Los extractos celulares se inmunoprecipitaron con
anticuerpos frente a SHP1 o SHP2 y se resolvieron en un Western blot. Posteriormente se hibridaron con un anticuerpo que
reconoce el centro activo oxidado de las PTPs. La proteina total de SHP1 o SHP2 se utiliz6 como control de carga. Se muestra
un experimento representativo de 4 realizados.

Este aumento en la oxidacion de SHP1 y SHP2 coincide en el tiempo con la bajada de
su actividad (Figura R.18) y, a su vez, con el aumento de las ROS, que son producidas por las
NADPH oxidasas en el inicio de la diferenciacion (Sardina et al., 2010). También coincide con
el aumento de la fosforilacion de SHP1. Como ya hemos dicho, segun la bibliografia, la
fosforilacion de SHP1 la activa. Sin embargo, nosotros observamos que en nuestro sistema
de diferenciacibn megacariocitica, la bajada de actividad coincide con la subida de la

fosforilacion de SHP1. Como, ademas, también coincide con la oxidacion de SHP1, se nos
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plantean dos explicaciones para este fenbmeno. La primera, que en nuestro modelo de
trabajo la fosforilacion de SHP1 implique una bajada de actividad, al contrario de lo que que
han propuesto otros autores (Bhattacharya et al., 2008). Y la segunda, que SHP1 reciba dos
sefales diferentes, la fosforilacion y la oxidacién, siendo restrictiva la segunda y, por tanto,
prioritaria, ya que la oxidacion inactiva su centro activo y la fosforilacion se ha relacionado con
la capacidad para interactuar con otras moléculas (Martin et al., 1999). Para SHP2 la bajada
la fosforilacién coincide con la subida en la oxidacién de esta proteina, dos fendbmenos que
conducen a la bajada de actividad de la misma, como también hemos observado nosotros.

Ademas, a tiempos mas largos, y coincidiendo con la subida de la actividad de estas
proteinas (Figura R.17), se produce una bajada de la oxidacion en la cisteina critica en el
funcionamiento de estas proteinas (Figura R.23).
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Figura R.23: SHP1 y SHP2 presentan un estado menos oxidado a tiempos largos de diferenciacion megacariocitica:
Células HEL fueron tratadas con PMA 20 nM durante los tiempos que se indican en la figura. Los extractos celulares se
inmunoprecipitaron con anticuerpos frente a SHP1 o SHP2 y se resolvieron en un Western blot. Posteriormente se hibridaron
con un anticuerpo que reconoce el centro activo oxidado de las PTPs. La proteina total de SHP1 o SHP2 se utilizé como control
de carga. Se muestra un experimento representativo de 4 realizados.

Para SHP2 no hemos conseguido detectar una reduccion de la oxidacion tan clara como
para SHP1. No obstante, los niveles son notablemente mas bajos que en los primeros

minutos de estimulacidon con PMA.

En cualquier caso, tomando los datos en su conjunto, se produce un aumento de la
oxidacion de SHP1 y SHP2 en la parte inicial de la megacariopoyesis que coincide con la
bajada de su actividad. Esta bajada es coincidente en el tiempo con la subida de las ROS
producidos por NADPH oxidasas en el inicio de la megacariopoyesis (Sardina et al., 2010), lo
que sugiere que ambas PTPs se oxidan por las ROS producidas por NADPH oxidasas. Para
comprobar esta hipétesis analizamos los niveles de oxidacién de SHP1 y SHP2 en presencia
de un inhibidor de NADPH oxidasas (DPI). En presencia de DPI se produce un descenso en
la oxidacion de SHP1 y SHP2. Este efecto es mas marcado, nuevamente, en el caso de
SHP1 (Figura R.24).
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Figura R.24: El DPI reduce los niveles de oxidacion de SHP1 y SHP2: Células HEL fueron tratadas con PMA 20 nM o
PMA20 nM y DPI 5 uM durante los tiempos que se indican en la figura. Los extractos celulares se inmunoprecipitaron con
anticuerpos frente a SHP1 o SHP2 y se resolvieron en un Western blot. Posteriormente se hibridaron con un anticuerpo que
reconoce el centro activo oxidado de las PTPs. La proteina total de SHP1 o SHP2 se utiliz6 como control de carga. Se muestra
un experimento representativo de 4 realizados.

Si tenemos en cuenta estos datos de SHP1 y SHP2, y los de las figuras R. 20 y R.21,
con ligeras diferencias, podriamos pensar que el fenémeno de oxidacion de PTPs durante la
diferenciacion megacariocitica se produciria de manera inespecifica. Para comprobar si este
fendbmeno ocurria con todas las PTPs de la célula, tal como estos datos podrian sugerir,
medimos de la misma forma la oxidacion de PTP1B. PTP1B es una PTP ampliamente
extendida. Esta relacionada con el metabolismo por su actuaciéon en la sefial del receptor de
insulina. Ademas, se expresa abundantemente en plaguetas, donde esta relacionada con la
expresion de la integrina allbB3 (Elchebly et al., 1999; Ragab et al.,, 2003). De manera
simultanea inmunoprecipitamos PTP1B con cada una de nuestras PTPs en estudio, SHP1 o
SHP2. Esto es posible porque los pesos moleculares de SHP1 y SHP2 son mayores que el de
PTP1B Yy, al resolverlas en el mismo gel, se separan de forma adecuada. (Figura R.25).
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Figura R.25: PTP1B no se oxida durante de la diferenciacion megacariocitica: Células HEL fueron tratadas con PMA 20
nM durante los tiempos que se indican en la figura o pervanadato 100 uM durante 15 minutos. Los extractos celulares se
inmunoprecipitaron con anticuerpos frente a SHP1 y PTP1B o SHP2 y PTP1B y se resolvieron en un Western blot.
Posteriormente se hibridaron con un anticuerpo que reconoce el centro activo oxidado de las PTPs. A continuacion de detecto
la proteina total de SHP1 y PTP1B o SHP2 y PTP1B. Se muestra un experimento representativo de 3 realizados.
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El anticuerpo contra el centro activo oxidado de las PTPs detecta a SHP1 y SHP2. Sin
embargo, soélo detecta el centro activo oxidado de PTP1B bajo tratamiento con pervanadato,
un fuerte oxidante de las PTPs. Ademas, como se puede ver en el control de carga, la
cantidad de proteina PTP1B inmunoprecipitada al tratar con pervanadato o con PMA es muy
similar. Por ello, si la deteccion de la oxidacion no se produce, no es porque no se haya
producido un inmunoprecipitado adecuado de la proteina, sino porque PTP1B no se oxida

durante la diferenciacion megacariocitica.

A la vista de nuestros resultados proponemos el siguiente modelo para la diferenciacion
megacariocitica: para que se produzca la megacariopoyesis, SHP1 y SHP2, que ejercen de
reguladores negativos en este contexto, tienen que oxidarse en las etapas iniciales del
proceso. Nuestros datos sugieren que esto se produciria por un aumento de las ROS
intracelulares producidas por las NADPH oxidasas. Las ROS provocan que SHP1 y SHP2 se
inhiban y que las rutas de sefalizacion que cursan con fosforilaciones se activen. Esta
activacion conduce a que la célula se comprometa hacia la diferenciacion. Una vez que esto
ha sucedido, y cuando los niveles de ROS vuelven a bajar, SHP1 y SHP2 vuelven a un
estado de oxidacion menor, se activan y desfosforilan sustratos. Estas desfosforilaciones

acabarian llevando a las rutas de sefializacién intracelular al estado basal.

4.2 PTPN13 y B-Catenina en la megacariopoyesis

4.2.1 PTPN13 en la megacariopoyesis

Aunque, como hemos visto, las oxidaciones no ocurren con todas las PTPs de la célula,
es obvio, y la biografia asi lo acredita, que SHP1 y SHP2 no son las Unicas PTPs que
intervienen en la diferenciacion del megacariocito. Ademas, la oxidacién no es el Unico
mecanismo de regulacion de las PTPs. En este sentido, en nuestro laboratorio, hace tiempo
que demostramos que PTPN13 se acumulaba en plaquetas (Vidal-Cardalda, 2006) y que esta
implicada en la diferenciacibn megacariocitica (Sardina, 2010). En este ultimo trabajo se
muestra que la sobreexpresion de PTPN13 inhibe la diferenciacién megacariocitica. Células
HEL que sobreexpresan PTPN13 presentan una disminucién de los niveles de marcadores
megacariociticos CD41 y CD61. Ademas, células con niveles reducidos de PTPN13 mediante
ARNi muestran estos mismos marcadores megacariociticos aumentados. A continuacion voy
a mostrar una serie de experimentos que hemos aportado durante la parte experimental de

esta memoria de tesis para esclarecer la funcién de PTPN13 durante la megacariopoyesis.

Para completar el estudio redujimos de nuevo los niveles de PTPN13 siguiendo la
misma estrategia que con SHP1 y SHP2, y silenciamos esta proteina con dos construcciones
de ARN de interferencia. Como se ve en la figura R.26, logramos reducir los niveles de ARN

mensajero y de proteina de PTPN13.
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Figura R.26: Silenciamiento de PTPN13: A) Los niveles de ARN mensajero de PTPN13 en células HEL infectadas con
lentivirus con la construccion para el silenciamiento de Luciferasa (Luc), control, y dos secuencias de silenciamiento de
PTPN13 se midieron por RT-qPCR. Las barras muestran la media + la desviacion estandar. Los valores de p representan la
significacion frente al control (ARNi de Luciferasa). B) Los extractos celulares de estas mismas células se resolvieron en un
Western blot y se hibridaron con anticuerpos frente a PTPN13. La GAPDH se utiliz6 como control de carga. Se muestra un
experimento representativo de 4 realizados.

Para completar el estudio realizado con marcadores, medimos el contenido de ADN
durante la megacariopoyesis, ya que, durante este proceso se producen células poliploides
(Kanz et al., 1982). Comprobamos que la interferencia de PTPN13 en células HEL, donde se
ha inducido la diferenciacion megacariocitica por tratamiento con PMA durante 7 dias, altera
el porcentaje de células poliploides, con respecto a las células control (Figura R.27), en
consonancia con un aumento de los marcadores megacariocitos CD61 y CD41 (Sardina,
2010).
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Figura R.27: El silenciamiento de PTPN13 aumenta la poliploidia. Utilizando células HEL infectadas con lentivirus con la
construccion para el silenciamiento de Luciferasa (Luc), control, y dos secuencias de silenciamiento de PTPN13 y
diferenciadas con PMA 20 nM durante 7 dias. Se midio el contenido de DNA por tincién con ioduro de propidio mediante
citometria de flujo. En A) las barras muestran la media + la desviacion estandar del porcentaje de células que presentan el
contenido de ADN indicado. Los valores de p representan la significacion frente al control (ARNiI de Luciferasa). En B) se
muestra un experimento representativo donde se indica el porcentaje de células en cada pico de la figura.

Asi, las células con una menor expresion de esta proteina presentan un mayor nimero de
células poliploides por encima de 4N. Conviene recordar, como se ha comentado en el
apartado de la introducciéon, que la poliploidia es uno de los aspectos que caracteriza al
megacariocito maduro (Kanz et al., 1982). Sabemos que PTPN13 esta implicada en la

citocinesis y un defecto podria dificultar esta accion, produciéndose una célula poliploide. De
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hecho, estos resultados estan en sintonia con los obtenidos por (Herrmann et al., 2003),

donde demuestran que la sobreexpresion de PTPN13 dificulta la ploidia de células HelLa.

4.2.2 Interacciéon de PTPN13 Y B-Catenina

Recientemente se ha relacionado a PTPN13 con [p-Catenina en células
hematopoyéticas, que expresan BCR-ABL, a través de la modulacién que PTPN13 provoca
en los niveles de GSK3B (Huang et al., 2013). B-Catenina es una proteina muy interesante
sobre la que existe un gran interés y controversia en el contexto de la hematopoyesis (Luis et
al., 2012). Como ya hemos dicho en el apartado de introduccion, diferentes estrategias
experimentales han conducido a diferentes resultados en cuanto al estudio de la B-Catenina
en el contexto de la hematopoyesis. La sobreexpresion de B-Catenina en células en HSC
provoca que éstas pierdan la capacidad para estar quiescentes y altera la hematopoyesis
(Kirstetter et al., 2006), pero la deleccién en ratones de y- y [(-Catenina no altera la
hematopoyesis de estos ratones (Jeannet et al., 2008). Ademas, como también hemos
explicado en la introduccién, ambas proteinas pueden unirse a APC, por lo que decidimos
comprobar si PTPN13 y B-Catenina formaban parte de un mismo complejo. Para ello,
coinmunoprecipitamos PTPN13 y 3-Catenina (Figura R.28).

IP a-B-Cat
IP a-PTPN13
Lisado celular

)

WB: a-PTPN13

E

Figura R.28: PTPN13 y B-Catenina forman parte del mismo complejo. Extractos celulares de células HEL fueron
inmunoprecipitados sin anticuerpos (-), con anticuerpos frente a -Catenina o frente a PTPN13. A continuacion resolvieron en
un Western blot y se revelaron con anticuerpos frente a p-Catenina y a PTPN13. El lisado celular se utiliz6 como control de
deteccién del anticuerpo. Se muestra un experimento representativo de 4 realizados.

Como se puede ver, cuando inmunoprecipitamos (-Catenina se puede detectarsefal a
la altura de PTPN13, y cuando lo que inmunoprecipitamos es PTPN13 detectamos sefial a la
altura de B-Catenina. Dado que inmunoprecipitan juntas, estas dos proteinas forman parte del
mismo complejo, lo que deberia suponer que se localicen en las mismas regiones dentro de la
célula. Para demostrarlo realizamos una tincion con inmunofluorescencia. Como se ve en la
figura R.29, ambas proteinas presentan una gran colocalizacién, sefial amarilla de

solapamiento de los canales rojo y verde.
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DAPI pB-Catenin  PTPN13

Figura R.29: PTPN13 y B-Catenina colocalizan. La localizacion de PTPN13 y B-Catenina en células HEL fue analizada con
anticuerpos especificos frente a PTPN13 y B-Catenina y seguida por fluorescencia. Los ndcleos celulares fueron detectados
usando DAPI.

Por lo tanto, PTPN13 y B-Catenina forman parte del mismo complejo. Datos de nuestro
laboratorio muestran que PTPN13 es capaz de modular la fosforilaciéon de B-Catenina. La
reduccion de la expresion de PTPN13 produce un aumento de los niveles de fosforilacién de
B-Catenina en las tirosinas 86 y 654 y en la serina 33. El residuo de serina se debe
desfosforilar de manera indirecta porque, como ya hemos dicho, PTPN13 es una tirosina
fosfatasa. La fosforilacion en la serina 33 la realiza la quinasa GSK3p. La fosforilacion en la
serina 33 marca a la p-Catenina para su degradacion en el proteosoma. Un trabajo reciente
ha descrito que PTPN13 es capaz de desfosforilar a GSK3p en la tirosina 216 y esto reduce la
actividad de GSK3p, lo que estaria indirectamente afectando a la estabilizacion de -
Catenina. Este trabajo se realiz6 en células U937, que se utilizan como modelo de leucemia
mielomonocitica (Huang et al., 2013). Por ello nos planteamos discernir si en nuestro sistema
ocurria algo parecido. En células en las que habiamos reducido los niveles de PTPN13
mediante ARNi medimos los niveles de fosforilacién en la tirosina 216 de la GSK3p. Pese a
gue los resultados preliminares apuntaban a que la reduccion de PTPN13 aumentaba los
niveles de fosfoGSK3pB, los resultados no se han repetido de manera consistente. Sin
embargo, realmente pensamos que este podria ser el mecanismo, aunque debido a la falta de

consistencia de estos resultados hemos preferido dejarlos fuera de la presente memoria.

4.2.1 B-Cateninaen la megacariopoyesis
No obstante, si PTPN13 interviene en la diferenciacion megacariocitica y, ademas,
modula indirectamente la degradacién de B-Catenina, B-Catenina también podria estar
interviniendo en la megacariopoyesis. Para comprobarlo disefiamos dos secuencias de
interferencia dirigidas al mensajero de B-Catenina y, como se puede ver en la figura R.30,
conseguimos reducir tanto los niveles de mensajero como los de proteina de B-Catenina en

células HEL.
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Figura R.30: Silenciamiento de B-Catenina: A) Los niveles de mensajero de B-Catenina en células HEL infectadas con
lentivirus con la construccion para el silenciamiento de Luciferasa (Luc), control, y dos secuencias de silenciamiento de B-
Catenina se midieron por RT-gPCR. Las barras muestran la media + la desviacion estandar. Los valores de p representan la
significacion frente al control (ARNi de Luciferasa). B) Los extractos celulares de estas mismas células se resolvieron en un
Western blot y se hibridaron con anticuerpos frente a B-Catenina. La GAPDH se utiliz6 como control de carga. Se muestra un
experimento representativo de 4 realizados.

A continuacién, al igual que para PTPN13, comprobamos si la interferencia de [3-
Catenina alteraba la diferenciacion megacariocitica.De hecho, datos de nuestro laboratorio
mostraban que la interferencia de p-Catenina aumentaba los niveles de marcadores
megacariociticos CD41 y CD61. Para ello medimos el porcentaje de células poliploides
(Figura R.31).
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Figura R.31: El silenciamiento de B-Catenina aumenta la poliploidia. Utilizando células HEL infectadas con lentivirus con
la construccion para el silenciamiento de Luciferasa (Luc), control, y dos secuencias de silenciamiento de B-Catenina (B-CAT)
y diferenciadas con PMA 20 nM durante 7 dias. Se midio el contenido de DNA por tincion con ioduro de propidio mediante
citometria de flujo. En A) las barras muestran las medias + la desviacion del porcentaje de células que presentan el contenido
de ADN indicado. Los valores de p representan la significacion frente al control (ARNi de Luciferasa). En B) se muestra un
experimento representativo donde se indica el porcentaje de células en cada pico de la figura.

Como se puede ver, el fenotipo encontrado para la reduccion de B-Catenina es muy
similar al encontrado cuando reducimos PTPN13. En los dos casos se favorece la
diferenciacibn megacariocitica y, en ambos casos, corrobora lo encontrado en marcadores de
diferenciacion (Sardina et al., 2014). Este fenotipo similar lo hemos encontrado durante todo

el trabajo experimental con PTPN13 y 3-Catenina.

Una explicacion para que esto ocurra es que la reduccion de los niveles de PTPN13
podria provocar un aumento de los niveles de GSK3p fosforilada en la tirosina 216. Esto hace

que GSK3pB se encuentre mas activa, por lo que es capaz de fosforilar con mas intensidad a
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B-Catenina en la Ser33. Esta fosforilacion provoca que la 3-Catenina se degrade con mayor
rapidez, con lo que, en la practica, una reduccion de los niveles de PTPN13 provoca una
reduccion de los niveles de B-Catenina. Esto haria que un fenotipo similar se produzca

cuando reducimos B-Catenina o PTPN13.

Si lo comentado en el anterior parrafo es correcto, ambas proteinas trabajan en la
misma ruta de sefalizacion, por lo que, la reduccién de los niveles de PTPN13, en células que
previamente ya tenian reducida la expresiéon de B-Catenina, no deberia umentar el de las
células de partida, que presentan niveles reducidos de B-Catenina. Para comprobar esta
hipotesis, en células donde ya se habia reducido la expresion de B-Catenina, se redujo a
continuacion la expresion de PTPN13 (descritas en Sardina et al., 2014). Los resultados para

marcadores megacariociticos se muestran en la figura R.32.
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Figura R.32: El doble silenciamiento de PTPN13 y p-Catenina no aumenta el fenotipo conseguido por el silenciamiento
de B-Catenina. Células HEL con silenciamiento de B-Catenina fueron infectadas nuevamente con lentivirus con la
construccion de silenciamiento de PTPN13 y diferenciadas o no con PMA 20 nM durante 48 h como se indica en la figura. Los
marcadores de superficie CD41a y CD61 se midieron con anticuerpos fluorescentes especificos mediante citometria de flujo.
Las barras muestran la media + la desviacion estandar. +=p<0,05, ++=p<0,01, +++=p<0,001 representan la significacion
frente al control (ARNI de Luciferasa, columna blanca). No se encontraron diferencias entre la columna gris, interferencia para
[-Catenina con respecto a la columna negra doble interferencia B-Cateninay PTPN13.

Como se puede ver en la figura superior, tanto para células no estimuladas como para
células en las que se indujo la diferenciacion megacariocitica con PMA, los niveles de
marcadores, cuando interferimos las dos proteinas en la mismas células (columna negra), son
superiores a la columna blanca, células control, transducidas con la secuencia que reduce los
niveles de Luciferasa; pero no lo son con respecto a la columna gris, las células que tienen
interferida la B-Catenina y que se usaron para generar las doblemente interferidas, p-Catenina
y PTPN13. Esto, que en esta figura se puede observar con marcadores de superficie
tipicamente megacariociticos, también lo observamos cuando medimos el porcentaje de

células poliploides después de una estimulacion de 7 dias con PMA. El porcentaje de células
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con contenido de ADN superior a 4N es muy similar cuando interferimos B-Catenina que

cuando interferimos las dos proteinas a la vez. (Figura R.33).
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R.33: El doble silenciamiento de PTPN13 y g-Catenina no aumenta la poliploidia conseguida por el silenciamiento de f3-
Catenina. Células HEL con silenciamiento de B-Catenina fueron infectadas nuevamente con lentivirus con la construccion de
silenciamiento de PTPN13 y diferenciadas con PMA 20 nM durante 7 dias. Se midi6 el contenido de DNA por tincion con
ioduro de propidio mediante citometria de flujo. En A) las barras muestran las medias + la desviacién del porcentaje de células
que presentan el contenido de ADN indicado. Los valores de p representan la significacion frente al control (ARNi de
Luciferasa). No se encontraron diferencias entre la columna gris, interferencia para p-Catenina, con respecto a la columna
negra, doble interferencia B-Catenina y PTPN13. En B) se muestra un experimento representativo donde se indica el
porcentaje de células en cada pico de la figura.

Ademas de esto, dado que conociamos que la sobreexpresion de PTPN13 produce un
fenotipo inverso a la interferencia de esa proteina (Sardina, 2010), intentamos comprobar si al
introducir la interferencia de B-Catenina, que en nuestro modelo estaria por debajo de
PTPN13 en la ruta de sefializacion, en células que sobreexpresaban PTPN13 se rescataba el
fenotipo que producia la sobreexpresion de PTPN13 (estas células estan descritas en
(Sardina et al., 2014)). Aunque, cuando no inducimos la diferenciacibn megacariocitica, los
niveles de marcadores megacariociticos CD41 y CD61 no se recuperan totalmente, estos
niveles si que estan por encima de los detectados cuando sobreexpresamos PTPN13.
(Columna negra vs gris, (Figura R.34)). El rescate es total cuando inducimos la diferenciacion

megacariocitica con PMA.
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Figura R.34: El silenciamiento de B-Catenina en células que sobreexpresan PTPN13 rescata el fenotipo provocado por
la sobreexpresion de PTPN13. Células HEL con sobreexpresion de PTPN13 se infectaron nuevamente con lentivirus con la
construccion de silenciamiento de p —Catenina (B-Cat) y se diferenciaron o no con PMA 20 nM durante 48 h como se indica en
la figura. Los marcadores de superficie CD4la y CD61 se midieron con anticuerpos fluorescentes especificos mediante
citometria de flujo, las barras muestran la media + la desviacion estdndar. ++=p<0,01, +++=p<0,001 representan la
significacion frente a los controles *=p<0,05 representa las diferencias encontradas entre sobreexpresion de PTPN13 +
interferencia de B-Catenina y las células con sobreexpresion para PTPN13 (columnas negras frente a la gris).

Un rescate parcial también se produce cuando medimos el porcentaje de células
poliploides tras siete dias de estimulacion con PMA. El nimero de células poliploides (>4N) es
superior en células donde se interfiere f-Catenina, donde ya estaba aumentada la expresion
de PTPN13 con respecto a las células donde solo se habia sobreexpresado PTPN13. (Figura
R.35).
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R.35: El silenciamiento de B-Catenina en células que sobreexpresan PTPN13 rescata parcialmente el defecto en la
ploidia provocado por la sobreexpresion de PTPN13. Células HEL con sobreexpresion de PTPN13 se infectaron
nuevamente con lentivirus con la construccion de silenciamiento de p —Catenina y se diferenciaron PMA 20 nM durante 7 dias.
Se midi6 el contenido de DNA por tincién con ioduro de propidio mediante citometria de flujo. En A) las barras muestran las
medias + la desviacion estandar del porcentaje de células que presentan el contenido de ADN indicado. No se encontraron
diferencias entre la columna gris clara, vector vacio de sobreexpresion + interferencia de Luciferasa, con respecto a la columna
blanca, vector vacio de sobreexpresion. ++=p<0,01, +++=p<0,001 representa la significacién con respecto a los controles.
*=p<0,05 representa diferencias entre la columna negra, sobreexpresion de PTPN13, con respecto a la columna gris oscura,
sobreexpresion de PTPN13 + interferencia de B-Catenina. En B) se muestra un experimento representativo donde se indica el
porcentaje de células en cada pico de la figura.

En este caso, y no como ocurre en el caso de los marcadores, el fenotipo no se
recupera de forma total. Esto podria ser debido a la implicacion que PTPN13 tiene en la
mitosis y citocinesis, y que una alteracion de ésta, por sobreexpresion de PTPN13,
entorpezca el rescate que deberia producir la B-Catenina, porque la implicacion de PTPN13
en citocinesis no esté relacionada con la B-Catenina (Herrmann et al., 2003) o porque
PTPN13 puede tener funciones independientes de B-Catenina. Con todos estos datos
podemos afirmar que PTPN13 y B-Catenina actGan como reguladores negativos de la
megacariopoyesis, que forman parte de un mismo complejo y que PTPN13 regula los niveles

de B-Catenina, formando ambas parte de la misma ruta de sefializacion.

4.2.4 B-Cateninay PTPN13 en la diferenciacién megacariocitica ex vivo.
A continuacion quisimos comprobar si los efectos, al reducir los niveles de PTPN13 y -

Catenina, en células HEL tenian una equivalencia sobre células primarias de raton. Para
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validar este modelo cultivamos, durante diferentes tiempos, progenitores hematopoyéticos de
raton con mTPO. Como ya hemos comentado, la TPO es la citoquina fundamental que dirige
la formacion de megacariocitos. Ademds, afadimos al medio mlIL1B que mejora la
supervivencia de las células. Comprobamos que a dia 5 y dia 12, la fluorescencia media,
debida a la expresién de marcadores megacariocitos, aumentaba para los dos marcadores
estudiados. Y de hecho, el porcentaje de células que expresan CD61/CD41 al mismo tiempo
también estaba aumentado (Figura R.36).
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Figura R.36: Diferenciacion megacariocitica in vitro de células Lin-. Células de la médula 6sea de ratones C57BL/6 se
enriquecieron en células Lin-. Estas células se cultivaron con mTPO 100 ng/ml y mIL1fB 10 ng/ml durante los tiempos que se
indican en la figura. Los marcadores de superficie CD41 y CD61 se midieron con anticuerpos fluorescentes especificos
mediante citometria de flujo. En A) las barras muestran la media + la desviacion estandar. Los valores de p representan la
significacidn frente al control (0 dias). En B) se muestra un experimento representativo donde se indica el porcentaje de células
dobles positivas representadas en el cuadrante superior derecho.

Ademas, con la tincién de May-Grinwald-Giemsa, a los 12 dias de cultivo se puede
observar como un gran nimero de células presenta un fenotipo claramente megacariocitico,
es decir, células con un gran citoplasma y nucleos polilobulados. (Figura R.37).
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Figura R.38: Morfologia de células Lin- sometidas a diferenciacion megacariocitica in vitro. Células de la médula dsea de
ratones C57BL/6 se enriquecieron en células Lin-. Estas células se cultivaron con mTPO 100 ng/ml y mIL1B 10 ng/ml durante
12 dias. Las células se tifieron con el método May-Griinwald-Giemsa.

A la vista de estos resultados, pensamos que este modelo puede ser utilizado para
estudiar la megacariopoyesis ex vivo y, mas concretamente, para comprobar si 3-Catenina y/o

PTPN13 estan jugando un papel en la megacariopoyesis, como indican los resultados de
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células HEL. Para ello, comprobamos si células cultivadas en estas condiciones, a las que les
hemos reducido los niveles de una de estas proteinas, tienen afectada la expresion
marcadores megacariocitos (Figura R.39).
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Figura R.38: El silenciamiento de PTPN13 o B-Catenina aumenta la diferenciacion megacariocitica de células Lin- a los
5 dias de diferenciacion. Células de la médula dsea de ratones C57BL/6 se enriquecieron en células Lin-. Estas células fueron
infectadas con lentivirus con la construccién para el silenciamiento de Luciferasa, control, o una secuencia de silenciamiento de
mPTPN13, o una secuencia de silenciamiento de m B-Catenina. Se cultivaron con mTPO 100 ng/ml y mIL1p 10 ng/ml durante
5 dias. Los marcadores de superficie CD41 y CD61 se midieron con anticuerpos fluorescentes especificos mediante citometria
de flujo. Las barras muestran la media + la desviacion estandar. Los valores de p representan la significacion frente al control
(Luc ARNi).

A los 5 dias de cultivo en las condiciones anteriores, encontramos que tanto la
reduccion de PTPN13 como la de B-Catenina provocan un aumento de los marcadores
megacariociticos CD61 y CD41 con respecto a las células control. No se observaban

diferencias en el marcador CD42d, no mostrado.

Permitiendo discurrir la diferenciacion megacariocitica, en las condiciones descritas,
durante 12 dias, también observamos aumento de otro marcador megacariocitico, el CD42d,
ademas de aumentos en CD41 y CD61 que ya observabamos a los 5 dias de diferenciacion
(Figura R.38).
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Figura R.39: El silenciamiento de PTPN13 o B-Catenina aumenta la diferenciacién megacariocitica de células Lin- a los
12 dias de diferenciacion. Células de la médula 6sea de ratones C57BL/6 se enriquecieron en células Lin-. Estas células
fueron infectadas con lentivirus con la construccién para el silenciamiento de Luciferasa, control, dos secuencias de
silenciamiento de mPTPN13, o dos secuencias de silenciamiento de m p-Catenina. Se cultivaron con mTPO 100 ng/ml y
mIL1B 10 ng/ml durante 12 dias. Los marcadores de superficie CD41, CD42d y CD61 se midieron con anticuerpos
fluorescentes especificos mediante citometria de flujo. Las barras muestran la media + la desviacion estandar. Los valores de p
representan la significacion frente al control (Luc ARNi).

Este aumento de la diferenciaciobn megacariocitica, seguido gracias a los marcadores
megacariociticos de superficie, se vio correlacionado con el porcentaje de células poliploides
(Figura R.40). EI

introdujimos una secuencia de interferencia para PTPN13 o 3-Catenina.

namero de células poliploides aumenté significativamente cuando
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Figura R.40: El silenciamiento de PTPN13 o B-Catenina aumenta el porcentaje de células poliploides de células Lin- a
los 12 dias de diferenciacion. Células de la médula 6sea de ratones C57BL/6 se enriquecieron en células Lin-. Estas células
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fueron infectadas con lentivirus con la construccion para el silenciamiento de Luciferasa, control, dos secuencias de
silenciamiento de mPTPN13, o dos secuencias de silenciamiento de m fB-Catenina. Se cultivaron con mTPO 100 ng/ml y
mIL1B 10 ng/ml durante 12 dias. Se midi6 el contenido de DNA por tincion con ioduro de propidio mediante citometria de
flujo. Las barras muestran la media * la desviacién estandar del porcentaje de células que presentan el contenido de ADN
indicado. Los valores de p representan la significacion frente al control (Luc ARNi).

Por ultimo, otra aproximacion, para abordar el estudio de la megacariopoyesis ex vivo,
es la aparicion de unidades formadoras de colonias en un medio semisdlido. Células Lin- de
raton, transducidas con el plasmido de eleccion, se sembraron y cultivaron en un medio
semisolido suplementado con mTPO y mlIL1B durante 14 dias. Después del recuento de
colonias GFP+, al microscopio y con luz ultravioleta, observamos que el nimero de éstas en
los pocillos donde las células habian sido transducidas con secuencias con interferencia para
PTPN13 o B-Catenina, era mayor a los pocillos control, aunque para PTPN13 esta diferencia

no es significativa. (Figura R.41).
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Figura R.41: El silenciamiento de B-Catenina aumenta el nimero de unidades formadoras de colonias a los 14 dias de
diferenciacion. Células de la médula 6sea de ratones C57BL/6 se enriquecieron en células Lin-. Estas células fueron infectadas
con lentivirus con la construccion para el silenciamiento de Luciferasa (Luc), control, o dos secuencias de silenciamiento de
mPTPN13, o dos secuencias de silenciamiento de m B-Catenina (mB-Cat). Se cultivaron con mTPO 100 ng/ml y mIL1J 10
ng/ml durante 14 dias en medio semisélido. Las colonias fueron contadas bajo fluorescencia azul para detectar el color verde de
la GFP. Las barras muestran la media + la desviacion estandar. Los valores de p representan la significacion frente al control
(Luc ARNi).

Con los datos expuestos en la presente memoria, ademas de otros resultados anteriores de
nuestro laboratorio, acabamos de publicar un trabajo en el que presentamos a PTPN13 como
regulador de la sefalizacion celular y la funcién de B-Catenina en la diferenciacion

megacariocitica (Sardina et al., 2014).

4.3 PTPN13 y B-Catenina en la hematopoyesis in vivo

4.3.1 Estudio de PTPN13 y B-Catenina en la megacariopoyesis in vivo.
Como hemos dicho, el papel de la B-Catenina en la hematopoyesis es controvertido.

Diferentes modelos animales donde se sobreexpresa B-Catenina detectan alteracion en la
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hematopoyesis y, sin embargo, otro autores aseguran que la deleccién de esta proteina no
produce ningun efecto (Kirstetter et al., 2006; Jeannet et al., 2008). Nuestros resultados
sugieren un papel de B-Catenina en la megacariopoyesis, al menos ex vivo. Por ello, nos
preguntamos si, en un entorno fisiologico, la actuacion de B-Catenina podria ser relevante.
Asi, células Lin- fueron transducidas con lentivirus que contenian la secuencia de ARNi para
Luciferasa (control) o mPTPN13 o mf-Catenina. Después de 24 horas se introdujeron por via
intravenosa, vena safena de la cola, en ratones C57BL/6 irradiados letalmente 6 y 4 horas
antes del trasplante con una dosis de 5 Gy. Ocho semanas después se llevé a cabo el
analisis de la hematopoyesis en los ratones trasplantados. Se extrajeron las células de la
médula ésea y se marcaron con marcadores megacariociticos. Para el andlisis se utilizaron
Unicamente las células que emitian fluorescencia verde gracias a la GFP. A pesar de que los
megacariocitos son células muy escasas, conseguimos detectar la expresion de marcadores

megacariociticos en la médula ésea de estos ratones (Figura R.42).
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Figura R.42: El silenciamiento de PTPN13 o B-Catenina aumenta la diferenciacion megacariocitica in vivo. Se muestra el
analisis de las células de la médula dsea de los ratones trasplantados mediante marcadores de superficie CD41, CD42d y CD61
por citometria de flujo. Los valores de p representan la significacion frente al control (Luc ARNi).

Segun se puede ver en la figura R.42, la introduccion de un RNAIi contra mp-Catenina o
mPTPN13 aumenta los niveles de marcadores megacariociticos. Asi, aumenta
significativamente la proporcion de células que son positivas para CD41/CD61, CD42d/CD41,
CD42d/CD61 y el porcentaje de células que expresan los tres marcadores a la vez. Por ello,
el silenciamiento de ambas proteinas estaria acelerando la diferenciacion megacariocitica.
PTPN13 ha sido implicado en la diferenciaciéon de adipocitos. Los niveles de mPTPN13
durante la diferenciacion de adipocitos aumentan. Y la reduccion de la expresion de
mPTPN13, tanto en la linea celular 3T3-L1 como en fibroblastos embrionarios de raton,
suprime la diferenciaciéon de adipocitos (Glondu-Lassis et al., 2009). Estos datos, junto a los
mostrados en esta memoria, indican que PTPN13 puede ser un importante regulador de

diferentes tipos de diferenciacion celular.
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4.3.2 Analisis de la reduccion de los niveles de expresion de B-CATENINA y
PTPN13 IN VIVO en los diferentes linajes celulares sanguineos.

Aunque las secuencias de ARNi que hemos utilizado ya habian sido validadas
previamente en lineas celulares de raton (Sardina et al., 2014), quisimos comprobar si la
interferencia se seguia produciendo en el contexto del modelo animal. Para ello purificamos
las células de bazo que expresaban GFP de ratones que habian sido trasplantados con
células Lin- que contenian las diferentes construcciones (Figura R.43). Hemos obteniendo
enriquecimientos del méas del 95% de células GFP+.
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Figura R.43: Porcentaje de enriquecimiento de células GFP+. Las células GFP+ del bazo de los ratones trasplantados se
separaron en un separador FASCaria. El porcentaje de células positivas después de la separacion se midi6 en el mismo aparato.
Los porcentajes indican el nimero de células dentro de la caja o en el pico (células GFP+).

En estas células medimos los niveles de ARNm, tanto de PTPN13 como de B-Catenina,
por RT-gPCR a tiempo real (Figura R.44A). También hemos medido los niveles de proteina
mediante transferencia en western (Figura R.44B).
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Figura R.44: Silenciamiento de mPTPN13 y mf-Catenina. Células de la médula 6sea de ratones C57BL/6 se enriquecieron
en células Lin-. Estas células fueron infectadas con lentivirus con la construccion para el silenciamiento de Luciferasa (Luc),
control, o una secuencia de silenciamiento de mPTPN13, o una secuencia de silenciamiento de mp-Catenina (mp-Cat). 8
semanas después del trasplante se extrajo el bazo y se purificaron las células GFP*. En A) los niveles de mensajero se midieron
por RT-gPCR. Las barras muestran la media + la desviacion estandar. Los valores de p representan la significacion frente al
control (Luc ARNi). En B) los extractos celulares de estas mismas células se resolvieron en transferencia de Western y se
detectaron con anticuerpos frente a PTPN13 o B-Catenina. La GAPDH se utilizd como control de carga. Se muestra un
experimento representativo de 4 realizados.
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Se puede ver que conseguimos reducir tanto los niveles de ARNm como de proteina

para mB-Cateninay mPTPN13.

Como ya se ha comentado en el apartado de introduccion de la presente memoria de
tesis, los megacariocitos se forman en el linaje mieloide a partir del progenitor
eritromegacariocitico (Revisado en (Kaushansky, 2006)). A partir de aqui las células se
comprometerdn hacia megacariocitos o hacia eritrocitos. Por ello nos parecié interesante
estudiar si la reducciéon de los niveles de mB-Catenina 0 mPTPN13 tenia algun efecto en el

linaje eritroide. (Figura R.45).
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Figura R.45: El silenciamiento de mPTPN13 o mp-Catenina reduce el nimero de células eritroides bazo. El anélisis de
las células eritroides de los diferentes compartimentos de los ratones trasplantados se realizd mediante el marcador de
superficie TER por citometria de flujo. A) Los valores de p representan la significacion frente al control (Luc ARNi). B) Se
muestra un experimento representativo.

Hemos encontrado evidencias de una reduccién en el porcentaje de células Ter+, que
es significativa en el bazo de los ratones con niveles reducidos de mPTPN13 o mB-Catenina,
aungue no hemos visto esta reduccion en la medula 6sea o la sangre periférica. Por tanto,
estos datos, junto a los de la figura R.42, sugieren que mPTPN13 y mpB-Catenina estarian
actuando a nivel del progenitor eritromegacariocitico (MEP), e intervienen en la decisién que

este debe tomar de diferenciarse a eritrocitos o0 megacariocitos.

Por encima del MEP se sitia el progenitor mieloide comdn (CMP). EI CMP es el
encargado de generar todas las estirpes de la linea mieloide. Como ya habiamos
caracterizado los megacariocitos y los eritrocitos, para completar el estudio de la linea
mieloide bastaba con analizar lo que ocurre con los monocitos/macrofagos y los distintos
granulocitos. Para ello marcamos las células con CD11b y GR-1. Las células que expresan
CD11B+/GR1- son los macrofagos, y las dobles positivas CD11B+/GR1+ son los granulocitos.

Estudiamos estas células, en los mismos compartimentos que los eritrocitos, y encontramos
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que los granulocitos estan reducidos a la baja en bazo y sangre periférica, mientras no lo
estan en la médula 6sea de los ratones con el ARNi de mPTPN13 o mp-Catenina. (Figura

R.46).
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Figura R.46: Efecto del silenciamiento de mPTPN13 o mp-Catenina en la diferenciacion de granulocitos y macrdéfagos.
Se muestra el analisis de las células de los diferentes compartimentos de los ratones trasplantados mediante los marcadores de
superficie CD11 y GR1 por citometria de flujo. A) Los valores de p representan la significacion frente al control (Luc ARNi).
B) Se muestra un experimento representativo.

Ademas, los macrdéfagos muestran una tendencia a disminuir con la interferencia de
PTPN13 y B-Catenina al menos en sangre periférica y bazo, aunque esta bajada no es
significativa. Estos datos, en su conjunto, ponen de manifiesto que, tanto mPTPN13 como
mpB-Catenina, podrian tener un efecto parecido en la hematopoyesis, probablemente porque
trabajan juntas, como ya hemos demostrado en nuestro grupo para el contexto de la
diferenciacion megacariocitica (Sardina et al., 2014). Por otro lado, parecen estar trabajando
como reguladores negativos de la megacariopoyesis in vivo y, en general, contribuirian a la
decision que debe tomar el CMP en declinarse a la linea eritromegacariocitica o

granulomonaocitica.

Para terminar de analizar todos los linajes sanguineos decidimos analizar los linfocitos.
En primer lugar nos centramos en los linfocitos T, donde observamos que las células CD3
aumentaban significativamente cuando reducimos los niveles de PTPN13 o mf-Catenina.

(Figura R.47).
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Figura R.47: El silenciamiento de mPTPN13 o mf-Catenina incrementea el porcentaje de linfocitos T en el timo. Se
muestra el analisis de las células de los diferentes compartimentos que se realiz6 8 semanas después del trasplante mediante el
marcador de superficie CD3 por citometria de flujo. A) Los valores de p representan la significacion frente al control (Luc
ARNI). B) Se muestra un experimento representativo.

Ademas, dependiendo del complejo que expresen, los linfocitos T se pueden diferenciar
en células CD4 y CD8. Los linfocitos T CD4, llamados también linfocitos T cooperadores, se
encargan de iniciar la cascada de la respuesta inmune. Los linfocitos T CD8, llamados
también linfocitos T citotdxicos, se encargan de reconocer células infectadas con el patégeno
y destruirlas. Por ello, un marcaje con CD4 y CD8 conjunto nos da idea de las diferentes
subpoblaciones de linfocitos T que existen en el timo (Penit et al., 1995). Quisimos comprobar
si estas poblaciones se alteraban con la interferencia de mMPTPN13 o de mB-Catenina. (Figura
R.48).
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Figura R.48: El silenciamiento de mPTPN13 o mp-Catenina acelera la diferenciacion terminal de linfocitos T. Se
muestra el anélisis de las células del timo de los ratones trasplantados que se realiz6 con los marcadores de superficie CD4 y
CD8 por citometria de flujo. A) Los valores de p representan la significacion frente al control (Luc ARNi). B) Se muestra un
experimento representativo.

Cuando comparamos las diferentes poblaciones comprobamos que, tanto los linfocitos
T CD4 como los linfocitos T CD8, se encuentran incrementados. Ademas, mientras esto
sucede, disminuyen las células que expresan ambos marcadores. Por lo tanto, parece que se
acelera la diferenciacion de este linaje celular cuando reducimos los niveles de mPTPN13 o
mpB-Catenina, al igual que ocurre con los megacariocitos. Durante la maduracién de los
linfocitos T, los progenitores de estas células no expresan ni CD4 ni CD8. Estas células son

las mas inmaduras dentro de los linfocitos T y pasan por una serie de etapas que se pueden
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caracterizar facilmente mediante marcadores de superficie. Son considerados dobles
negativos (DN), no expresan CD4 y CD8, sin embargo expresan en orden preciso y
determinado CD25 y CD44 (Penit et al., 1995). Asi, tenemos 4 etapas, DN1 (CD25-/CD44+),
DN2 (CD25+/CD44+), DN3 (CD25+/CD44-), DN4 (CD25-/CD44-). La caracterizacion de estas
etapas se puede ver en la figura R.49.
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Figura R.49: Efecto del silenciamiento de mPTPN13 o mB-Catenina durante los estadios iniciales de la diferenciacion de
linfocitos T. Se muestra el andlisis de las células del timo de los ratones trasplantados que se realizd con los marcadores de
superficie CD4, CD8, CD25 y CD44 por citometria de flujo, para diferenciar los distintas etapas de diferenciacion de linfocitos
T: DN1 (CD25-/CD44+), DN2 (CD25+/CD44+), DN3 (CD25+/CD44-) y DN4 (CD25-/CD44-). Todas estas poblaciones ellos
son CD4-/CD8-. Los valores de p representan la significacion frente al control (Luc ARNi).

Encontramos que, en las Ultimas etapas de la maduracién inicial de linfocitos T, hay
significativamente un menor nimero de células cuando interferimos la expresién de
mPTPN13 o mpB-Catenina. Esto confirmaria, junto con la reduccion del porcentaje de células
DP (Figura R.49), que se produce una aceleracion en el proceso de diferenciaciébn que
conduce a una acumulacién de linfocitos T funcionales, ya sean CD4 o CD8 (Figura R.49).
Hace ya algun tiempo que se relacion6 a mPTPN13 con los linfocitos T. En concreto, las
células del timo de ratones con deleccién de mPTN13 cultivadas in vitro presentan una mayor
diferenciacion de linfocitos T CD4 (Nakahira et al., 2007). Aunque la implicacion de mf-
Catenina en la hematopoyesis es mas controvertida, también hay trabajos que ponen de
manifiesto su importancia en la linea linfoide. Por ejemplo, la sobreexpresion de una forma
estable de B-Catenina en ratén provoca un bloqueo de los linfocitos T en fase DN1, y la
expresion de una forma de B-Catenina activa en el sistema hematopoyético de ratén provoca
una acumulacion de los linfocitos T en fase DN (Kirstetter et al., 2006; Scheller et al., 2006).
Estos resultados, junto con los nuestros, apoyan la idea de que mPTPN13 y mp-Catenina

modulan la diferenciacion de los linfocitos T en la hematopoyesis in vivo.

Para terminar de caracterizar las alteraciones que se producen por la interferencia de
mPTPN13 o mB-Catenina en la hematopoyesis de raton, necesitibamos analizar lo que
ocurria con los linfocitos B. Los linfocitos B pueden ser diferenciados facilmente porque,
desde muy temprano en su proceso de diferenciacion, expresan los marcadores de superficie

CD19 y B220 (Nadler et al., 1983). Utilizando estos marcadores, encontramos un aumento de
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las células que expresan tanto CD19 como B220 en las células con interferencia para

mPTPN13 o mB-Catenina en bazo (Figura R.50).
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Figura R.50: El silenciamiento de mPTPN13 o mp-Catenina incrementa el porcentaje de linfocitos B en bazo. Se muestra
el andlisis de las células del bazo de los ratones trasplantados que se realiz6 con los marcadores de superficie CD19 y B220 por
citometria de flujo. A) Los valores de p representan la significacion frente al control (Luc ARNiI). B) Se muestra un
experimento representativo.

Los porcentajes de ambos marcadores son muy parecidos, como se puede observar en
la figura. Por ello, en sangre periférica y médula 6sea, solo analizamos el porcentaje de

células que expresan el marcador CD19 sin encontrar diferencias significativas. (Figura R.51).
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Figura R.51: El silenciamiento de mPTPN13 o mf-Catenina no altera el porcentaje de linfocitos B en sangre periférica o
médula 6sea. Se muestra el analisis de las células de sangre periférica (SP) y médula 6sea (MO) de los ratones trasplantados
que se realiz6 con el marcador de superficie CD19 por citometria de flujo.

Al igual que en el caso de los linfocitos T, el proceso de maduracion de los linfocitos B
también estd determinado por una serie de etapas, que pueden ser facilmente seguidas,
porque expresan de forma secuencial marcadores B220, CD43 e IgM. Asi, se pueden
diferenciar células Pro-B (CD43+/IgM-), Pre-B (CD43-/IgM-), B inmaduras (CD43-/IgM+) y

células B en general, donde tomamos todas las células que expresan B220. Cuando
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redujimos la expresion de mPTPN13 o mp-Catenina en nuestro estudio, ho encontramos

alteradas estas subpoblaciones de linfocitos B (Figura R.52).
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Figura R.52: Efecto del silenciamiento de mPTPN13 o mp-Catenina sogre la diferenciacion de linfocitos B en médula
6sea. Se muestra el analisis de las células de la médula 6sea (MO) de los ratones trasplantados que se realiz6 con los
marcadores de superficie B220, CD43 e IgM por citometria de flujo, para diferenciar las etapas de maduracidn de linfocitos B:
Pro-B (CD43+ IgM- B220-), Pre-B (CD43- IgM- B220-), B inmaduras (CD43- IgM+ B220-) y células B (B220+).

En la bibliografia se describe un bloqueo en la fase de células pre-proB cuando se
sobreexpresa en ratones una forma no degradable de mB-Catenina, y una reduccién de todas
la poblaciones de maduracion de linfocitos B cuando lo que se sobreexpresa en células
sanguineas de raton es una mB-Catenina activa (Kirstetter et al., 2006; Scheller et al., 2006).

Tomando todos los datos en conjunto, hemos encontrado que la interferencia de
mPTPN13 o mp-Catenina, en células Lin- que son introducidas en ratones C57BL/6
irradiados letalmente, produce una alteraciéon de la hematopoyesis que se traduce en
acumulacién de linfocitos T y B maduros, ademas de megacariocitos. Sin embargo los
macroéfagos y la linea eritroide se encuentran en porcentajes inferiores con respecto a los
ratones control. De hecho, tanto linfocitos B como granulocitos y células eritroides presentan
los cambios mas acusados en el bazo. Al contrario que en humanos, donde la hematopoyesis
en adultos solo se produce en medula 6sea, en el bazo de ratones se lleva a cabo también la
hematopoyesis (Suttie, 2006). Nuestros datos sugieren que PTPN13 y B-Catenina podrian
estar jugando un papel en la hematopoyesis de ratén en el contexto del bazo.

4.3.3 Estudio del papel de mPTPN13 y mp-Catenina en los progenitores
hematopoyéticos inmaduros de la médula 6sea.

Los progenitores hematopoyéticos son bastante dificiles de infectar con lentivirus. En
células Lin- mantenidas en cultivo durante 5 dias en IMDM suplementado con un 20% de FBS
e IL-3, SCF, TPO y FLT3 10 ng/ml, hemos detectado porcentajes de infeccion, GFP+, de en
torno al 15%. (Figura R.53). No hemos encontrado diferencias significativas entre los

diferentes grupos experimentales en cuanto al porcentaje de infeccion.
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Figura R.53: El silenciaminento de mPTPN13 y mg-Catenina no afecta al porcentaje de células transducidas (GFP+) in
vitro. Una parte de las células Lin- que iban a trasplantar en los ratones se mantuvieron en cultivo durante 5 dias en IMDM
20% de FBS e IL-3, SCF, TPO y FLT3 a una concentracién final de 10 ng/ml. El andlisis de la expresién de GFP+ se realizd
mediante citometria de flujo. Las barras muestran la media + la desviacion estandar.

Sin embargo, durante los experimentos que hemos expuesto en las paginas anteriores,
nos percatamos de que el porcentaje de células GFP+ que encontrabamos al analizar los
diferentes compartimentos: bazo, timo, sangre periférica 0 médula désea era diferente
dependiendo de los ratones y del grupo problema del que se tratara. En un intento de
normalizar los valores brutos obtenidos, relativizamos estos valores al porcentaje de células
GFP+, medidos a los 5 dias in vitro, de los que se ofrece la media en la figura R53. Después
de relativizar el porcentaje de células GFP+ obtenidas en cada compartimento, y en cada
ratén, al porcentaje de células GFP+ pinchadas, en ese mismo ratén, nos encontramos con el

gréfico de la figura R.54.
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Figura R.54: El silenciaminento de mPTPN13 y mp-Catenina reduce el porcentaje de células GFP+ en médula 6sea. Se
muestra la medida de la expresion de la GFP de las células de los diferentes compartimentos que se realiz6 mediante citometria
de flujo 8 semanas después del trasplate. Las barras muestran la media * la desviacion estndar. Los valores de p representan la
significacion frente al control (Luc ARNi).

A nuestro juicio, de forma muy interesante, nos encontramos con que en los tres
compartimentos donde se encuentran la mayoria de las células hematopoyéticas en su
estado maduro: timo, bazo y sangre periférica, no existen diferencias significativas. Sin
embargo, en el caso de las células de la médula 6sea y en la poblacién Lin-, encontramos un
menor porcentaje de células transducidas (GFP+), en los ratones a los que habiamos
pinchado células con niveles reducidos de mPTPN13 o mB-Catenina. Esto nos hizo pensar

que el papel que estan jugando estas proteinas puede estar ocurriendo en las etapas iniciales
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de la diferenciacion hematopoyética. Para intentar aclarar esta circunstancia, analizamos las
distintas subpoblaciones que se encuentran en la poblacion Lin-. Esta poblacion es
inminentemente progenitora y ninguna de sus células presenta marcadores de células

maduras.

Con una tincién inmunofluorescente comprobamos que, efectivamente, estas proteinas
se encontraban en progenitores hematopoyéticos. Ademas, observamos que en células Lin-,

mMPTPN13 y mB-Catenina presentan una fuerte colocalizaciéon (Figura R.55).

DAPI mpB-Catenin MPTPN13

Figura R.55: mPTPN13 y mf-Catenina colocalizan en células Lin-. La localizacion de mPTPN13 y mpB-Catenina en células
Lin- de ratones C57BL/6 fue analizada con anticuerpos especificos y seguida por fluorescencia. Los nucleos celulares fueron
detectados usando DAPI.

La expresion y colocalizacion de ambas proteinas en los progenitores hematopoyéticos
de ratén, ademas de los datos de la figura R.55, nos permite sugerir que ambas proteinas

puedan jugar un papel en las etapas iniciales de la hematopoyesis.

Sca-1 y c-Kit han sido tomados como dos marcadores que aparecen en las células
madre hematopoyéticas de ratén y que desaparecen a lo largo de la diferenciacién hacia
células hematopoyéticas maduras (Abramson et al., 1977). De hecho, tradicionalmente se han
tomado como HSCs en ratdn a células Lin- c-Kit+ Scal+. Por lo tanto, lo primero que
guisimos comprobar es si esta poblacién sufria algiin cambio cuando reduciamos los niveles
de PTPN13 o mB-Catenina. (Figura R.56).
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Figura R.56: El silenciamiento de mPTPN13 o mp-Catenina aumenta los porcentajes de células LSK. Las células Lin-
fueron aisladas a partir de la médula désea de los ratones trasplantados. Se muestra el analisis de dichas células con los
marcadores de superficie Scal y c-Kit por citometria de flujo. A) Los valores de p representan la significacion frente al control
(Luc ARNI). B) Se muestra un experimento representativo. El nimero junto a la caja indica el % de células LSKSs.
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Efectivamente, nos encontramos con que, dentro de la poblacion que habiamos
enriquecido en Lin-, el porcentaje de células LSK aumentaba significativamente. Lo que
parece confirmar que estas proteinas pueden estar ejerciendo un rol desde el principio de la
diferenciacion hematopoyética. Por lo tanto, por un lado, la interferencia de estas dos
proteinas provoca una reduccién de los porcentajes de células GFP+ vy, por otro, que dentro
de estas células GFP+ la poblacion de progenitores (LSK) se encuentre enriquecida.

En el apartado de la introduccién hemos comentado que dentro de las células LSK se
pueden hacer hasta tres subdivisiones por los marcadores que expresan. Estas tres
poblaciones, que estarian mas o menos comprometidas hacia la diferenciacion, son, de mas a
menos indiferenciada, LT-HSC, ST-HSC, LMMPs. Ademés de formar parte de la poblacion
LSK, estarian caracterizadas por ser CD34-/FLT3-, CD34+/FLT3- y CD34+/FLT3+
respectivamente. Por ello, ademéas de marcar las células LSK, dentro de ellas utilizamos los
marcadores CD34 y FLT3. (Figura R.57).
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Figura R.57: El silenciamiento de mPTPN13 o mB-Catenina aumenta los porcentajes de células LT-HSC y ST-HSC. Las
células Lin- fueron aisladas a partir de la médula 6sea de los ratones trasplantados. Dichas células fueron marcadas con
anticuerpos frente a Scal, c-Kit para identificar la poblacion LSK. Los marcadores de superficie CD34 y FLT3 fueron
empleados para diferenciar por citometria de flujo LT-HSCs (CD34- FLT3-), ST-HSCs (CD34+ FLT3-) y LMPPs (CD34+
FLT3+) dentro de las células LSKs. A) Los valores de p representan la significacion frente al control (Luc ARNi). B) Se
muestra un experimento representativo. EI nimero junto a las cajas indica el % de las distintas poblaciones celulares.

Como se puede ver en la figura R.57, tanto la poblacion de LT-HSC como de ST-HSC
estdn aumentadas significativamente, en las células con bajos niveles de mPTPN13 y m@3-
Catenina. Notese que los porcentajes expresados son sensiblemente inferiores en los gréaficos
superiores (figura R.57A), en ellos se representa el porcentaje de estas poblaciones con
respecto al total de células Lin- purificadas y adquiridas; mientras abajo (figura R.57B), todas

las células que se muestran son LSK y los porcentajes corresponden a esta poblacion.
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Aungue mostramos este experimento representativo para que el lector observe el aspecto que
tomaban las células al adquirirlas en el citbmetro de flujo, el andlisis correcto nos parece el
superior, ya que, como la poblacibn LSK se encuentra alterada en las células con
silenciamiento para mMPTPN13 o mp-Catenina, esto podria enmascarar el efecto en las
poblaciones en las que se puede dividir dicha poblacién LSK.

Para terminar con el andlisis de todos los progenitores analizamos las poblaciones que,
si bien son multipotenciales, se encuentran ya orientadas a un linaje concreto dentro de la

diferenciacion hematopoyética. (Figura R.58).
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Figura R.58: Efectos del silenciamiento de mPTPN13 o mB-Catenina en progenitores de ratén. Las células Lin- fueron
aisladas a partir de la médula dsea de los ratones trasplantados. Dichas células fueron marcadas con anticuerpos frente a Sca-1,
c-Kit, IL-7Ra, CD16/32 y CD34, para identificar diferentes poblaciones de progenitores hematopoyéticos: CLPs (Lin-, Scal™°
, cKit"™ | |L-7Ro +), CMPs, (Lin-, Scal-, cKit+, CD34+, CD16/32-), GMPs (Lin-, Scal-, cKit+, IL-7Ra-, CD34+, CD16/32+)
y MEPs (Lin-, Scal-, cKit+, IL-7Rao-, CD34-, CD16/32-). Los valores de p representan la significacion frente al control (Luc
ARNi).

Encontramos bajadas significativas, tanto para el progenitor linfoide comun (CLP), como
para como para el progenitor mieloide comun (CMP). Ademés, en el mismo linaje mieloide
observamos una bajada significativa del progenitor eritromegacariocitico, pero no para del
granulomonocitico. Estos datos, y los de las figuras R.42, R.45, R.46, R.47, y R.50, sugieren,
como ya apuntdbamos entonces, que la interferencia de mPTPN13 o mB-Catenina produce
en el linaje mieloide una aceleracion de la diferenciacion hacia megacariocitos maduros, ya
que estos estan aumentados y el linaje eritroide esta disminuido. Por lo tanto, estas dos
proteinas parecen jugar un papel importante en diferentes puntos de decisién durante la
hematopoyesis. Por ejemplo, en la decision que deben tomar los MEPs a la hora de
diferenciarse hacia megacariocitos o hacia eritrocitos. También tienen una implicacién en el
linaje granulomonocitico, aunque en menor medida, dado que la interferencia de estas
proteinas provoca un fenotipo menos acusado en este linaje. EI ARNi de mPTPN13 o m@3-
Catenina produce una bajada importante en la poblacién CLP, con lo que sugiere una accion
de estas dos proteinas en el linaje linfoide. En concreto, apunta a una aceleracion de la
diferenciacion de linfocitos hacia células maduras, lo que concuerda con lo sugerido en la
bibliografia. Ya que, por un lado, la deleccion de mPTPN13 en células del Timo provoca una

mayor diferenciacion de linfocitos T CD4. Y por otro, la sobreexpresion de una forma activa o
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no degradable de mp-Catenina bloquea la diferenciacién de linfocitos T y B (Nakahira et al.,
2007; Kirstetter et al., 2006; Scheller et al., 2006)

Por lo tanto, tomando todos estos datos en conjunto, tanto mPTPN13 como mf-
Catenina estan jugando un papel importante en la diferenciacion hematopoyética. La
reduccién de la expresion de ambas proteinas pone de manifiesto un mismo fenotipo, y este
fenotipo alterado se muestra en poblaciones celulares que van a producir todos los linajes

hematopoyéticos.

4.3.3.1 Modulacion del ciclo celular por parte de mPTPN13 y mB-Catenina.

Uno de los resultados que mas nos llamo la atencion fue la reduccion del numero de
células GFP+, lo que podria explicarse por un menor grado de proliferacion de estas células.
Para comprobar esta hipotesis, en un siguiente paso del estudio, quisimos indagar en el
mecanismo por el cual se producen estas alteraciones en los porcentajes celulares de las LT-
HSC, ST-HSC y LSK en general. Este es un compartimento especialmente interesante por su
funcién de propiciar y mantener la hematopoyesis. Dado que el fenotipo mostrado es una
variacién de los porcentajes con respecto al control, pensamos que podria deberse a un
cambio en el ciclo celular de estas células. Uno de los problemas de trabajar con estas
poblaciones es que el numero total de células de las que se dispone es limitado. Por ello, en
un primer intento de aproximacion, realizamos los perfiles de ciclo con 7AAD sobre la
poblacion enriquecida en Lin-, de la que si disponiamos de una cantidad suficiente para

formar un perfil de ciclo tipico (Figura R.59).
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Figura R.59: El silenciamiento de mPTPN13 o mB-Catenina incrementa el porcentaje de células Lin- en fase Gy/G;. Las
células Lin- fueron aisladas a partir de la médula dsea de los ratones trasplantados. Dichas células se se marcaron con 7-AAD y
el perfil de ciclo celular se analiz6. En A) las barras muestran las medias + la desviacion del porcentaje de células que se
encuentran en fase Gy/G;. Los valores de p representan la significacion frente al control (Luc ARNi). En B) se muestra un
experimento representativo donde se indica el porcentaje de células en el pico que corresponde a las células Gy/G;.

Como se puede ver en la figura R.59, se observa una alteracién en el ciclo muy sutil.
Las células no se paran en ninguna de las fases del ciclo, sin embrago, al analizar los

porcentajes en cada fase, nos encontramos que el porcentaje de células en fase Gy/G; era
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significativamente mayor en las células que tienen interferida la expresion de mPTPN13 o
mp-Catenina. De nuevo nos encontramos con que la reduccién de ambas proteinas provoca
el mismo efecto. El hecho de que haya mas células en este pico del ciclo celular puede ser
debido, a que haya mas células en fase Gy, 0 que haya es mas células en G;. Estos sucesos
son en realidad contrarios, ya que las primeras son células que se encuentran fuera del ciclo
celular, no se dividen, y las segundas son células que estan iniciando el ciclo para dividirse.
Por estas razones, decidimos intentar discernir mas a fondo esta fase del ciclo celular que

parecia alterada.

Para ello marcamos las diferentes poblaciones mostradas en las figuras R.56 y R.57
con Ki67, una proteina intracelular que se expresa cuando la célula entra en ciclo, es decir, en
fase G1/M/G2 pero no en fase G, (Figura R.60).
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Figura R.61: El del silenciamiento de mPTPN13 o mf-Catenina aumenta las células que se encuentran en estado de
quiescencia: Las células Lin- fueron aisladas a partir de la médula 6sea de los ratones trasplantados. Dichas células se
marcaron con anticuerpos frente a Scal, c-Kit, CD34 y FLT3 para identificar las LT-HSCs (LSK, CD34-, FIt3-). Ademas se
tifieron con Pironina Y y con 7AAD, y se analizaron por citometria de flujo. El porcentaje representa el nimero de células
quiescentes dentro de la caja. Se muestra un experimento representativo de 4 realizados.

A nuestro juicio, de forma muy interesante y sorprendente, todas las poblaciones de
células progenitoras analizadas presentaban una reduccion de los niveles de Ki67. Esto nos
llevé a pensar que el porcentaje de células que se encuentran en fase G, es mayor en las
células que incorporaron el ARNi contra mPTPN13 o mpB-Catenina. La interferencia de estas
proteinas esta afectando a la entrada de estas células en ciclo y haria que sean mas
quiescentes. Para corroborarlo marcamos Is celulas LT-HSCs, que por definiciéon son las mas
quiescentes de todas las analizadas, con Pironina Y y 7-AAD (Toba et al., 1995). Las células
quiescentes presentan bajos niveles ARN y ADN. La Pironina Y se une a ARN y la 7AAD al
ADN; asi, células que presenten baja fluorescencia para Pironina Y y para la 7-AAD se
consideran células quiescentes. De este modo, cuando marcamos la poblacién de células LT-
HSC corroboramos que esta poblacion presentaba un porcentaje mayor de células en estado
quiescente en las células que presentan menores niveles de mPTPN13 o mp-Catenina
(Figura R.61).
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Figura R.61: El del silenciamiento de mPTPN13 o mB-Catenina aumenta las células que se encuentran en estado de
quiescencia: El analisis de las células Lin- de la médula dsea se realiz6 8 semanas después del trasplante con los marcadores de
superficie Scal, c-Kit, CD34 y FLT3. Ademas se tifieron con Pironina Y y con 7AAD, y se analizaron por citometria de flujo.
El porcentaje representa el nimero de células dentro de la caja. Se muestra un experimento representativo de 4 realizados.

Como las alteraciones en el fenotipo, de las células con niveles reducidos de PTPN13y
B-Catenina, se producen fundamentalmente en el compartimento de las HSC, decidimos
probar qué sucedia con un trasplante secundario. En él, a unos nuevos ratones irradiados

letalmente les introdujimos células de la médula 6sea de los ratones del trasplante primario.

Al analizar los progenitores hematopoyéticos encontramos un aumento de las LSK en
las células GFP+, que son las células con bajos niveles de mPTPN13 o mp-Catenina. Este
aumento se debe principalmente a un aumento de las poblaciones ST-HSC y LMPPs. Sin
embargo, no encontramos diferencias en la poblacion LT-HSC (Figura R.62).
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Figura R.62: El silenciamiento de mPTPN13 o mf-Catenina aumenta los porcentajes de células ST-HSC y LMPPs en
un trasplante secundario. Células de la médula 6sea de ratones C57BL/6 se enriquecieron en células Lin-. Estas células
fueron infectadas con lentivirus con la construccion para el silenciamiento de Luciferasa (Luc), control, 0 una secuencia de
silenciamiento de mPTPN13, o una secuencia de silenciamiento de mp-Catenina (mp-Cat). Estas células se trasplantaron en
ratones irradiados letalmente, 8 semanas después del trasplante se sacrificaron los ratones y 3000000 de células de la médula
6sea fueron introducidas en un segundo receptor. El analisis de las células Lin- de la médula 6sea se realiz 8 semanas después
del segundo trasplante con los marcadores de superficie Scal, c-Kit, CD34 y FLT3 por citometria de flujo. Los valores de p
representan la significacion frente al control (Luc ARNi).

Como era de esperar, las células de los ratones primarios eran capaces de mantener la
hematopoyesis en los ratones secundarios, ya que los ratones primarios presentaban un

mayor nimero de HSC, que son las encargadas de mantener la hematopoyesis.
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4.3.4 Estudio de PTPN13 Y B-Catenina en la adhesion celular

Las células con reduccion de la expresion de mPTPN13 y B-Catenina presentaban
mayor porcentaje de células quiescencentes y, ademds, estaban acumuladas en estos
mismos ratones (figuras R.55 y R.60). Uno de los factores que juega un papel fundamental en
la quiescencia de las HSCs es el contacto con el nicho celular (Smith-Berdan et al., 2011). Por
tanto, nos parecié conveniente analizar si la capacidad de adhesion celular estaba alterada
cuando se reducian los niveles de PTPN13 y B-Catenina. Para ello analizamos las células
mas intimamente unidas al hueso. Estas células solo se separan del hueso cuando son
tratadas con colagenasa y dispasa. Comprobamos que la poblacion de células CD45+ (un
marcador de células hematopoyeéticas), Lin- y LSK es mayor en proporcion en las células que
incorporan la interferencia para mPTPN13 o mB3-Catenina. En otras palabras, la poblacion de
células GFP+ unidas intimamente al nicho es mayor cuando interferimos mPTPN13 o mf3-
Catenina. (Figura R.63).

[} § 0
=] < N
* ER 1 s 8
1 o
30 o el o 1
(%] ) 0 12 a
i & 4 o
° = [ ]
> >
32 £ o 10 o
o ° &) [ ]
P 20 o ° g8 — age— OLUC ARNi
15 e ° Le| © 8 ° °mPTPN13ARNi
6 [ J ® mB-CAT ARNi
10 4 '§-
5 2| ©
0 0
Lin- LSK

Figura R.63: Andlisis en la expresion de GFP en las células mas fuertemente unidas al nicho osteoblastico. 8 semanas
después del trasplante se extrajeron las células de los fémures de los ratones pasando PBS a través de la di&fisis, posteriormente
los huesos se sometieron a tratamiento con colagenasa/dispasa durante 2 horas a 37 °C. Las células asi obtenidas se marcaron
con CD45 para identificar las células hematopoyéticas (CD45+), con un coctel de anticuerpos Lin+, c-Kit y Sca-1, lo que
permiti6 identificar las células Lin- y LSK. En la figura se muestra el porcentaje de células GFP+ Lin-y GFP+ LSKs en los
ratones trasplantados. Los valores de p representan la significacion frente al control (Luc ARNi).

Por lo tanto, la interferencia de mPTPN13 o mp-Catenina en HSCs provoca, por un
lado, que estas células estén mas intimamente unidas al hueso y, por otro, disminuye la
proliferaciébn y aumenta la quiescencia de estas células bloqueandolas en los estados mas
indiferenciados, ST-HSC y LT-HSC, lo que provoca una acumulacion y aumento del
porcentaje de esas ceélulas. Dos fendmenos intimamente relacionados, ya que precisamente
las células que més intimamente estan unidas al nicho son las células que presentan tasas de
quiescencia mas altas. Asi, las HSCs establecen contactos célula-célula o célula-matriz
celular que hace que se mantenga el balance entre proliferacion y quiescencia (Yoshihara et
al., 2007).
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Para comprobar si realmente el silenciamiento de PTPN13 y p-Catenina aumentaba la
adhesion, en células HEL donde se habia interferido PTPN13 y B-Catenina, llevamos a cabo
ensayos de adhesion en placas recubiertas con fibronectina y colageno, dos de los

componentes mas abundantes en la matriz 6sea del nicho de las HSC (Figura R.64).
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Figura R.64: El silenciamiento de PTPN13 o B-Catenina aumenta la adhesion de células HEL: Células HEL y infectadas
con lentivirus con la construccion para el silenciamiento de Luciferasa, control, dos secuencias de silenciamiento de PTPN13 o
dos secuencias de silenciamiento de B-Catenina (p-Cat) se sembraron en placas recubiertas de coldgeno o fibronectina durante
3 horas. Se retiraron las células no adheridas y se realiz6 un MTT para medir la cantidad de células adheridas. Las barras

muestran las medias * la desviacion la desviacion estandar. Los valores de p representan la significacion frente al control (Luc
ARNi).

Como se puede observar, tanto la interferencia de PTPN13 como la de B-Catenina
provocan un aumento de la adhesion de las células HEL. Los datos de la figura R.63 y los de
la figura R.64 sugieren que PTPN13 y B-Catenina actian en la adhesién celular, por lo que
quisimos intentar comprobar cémo realizan esta funcion. De hecho, se nos planteaban dos
hipotesis: que el proceso de adhesion podria estar relacionado con la relacién entre B-
Catenina y las cadherinas o ser un proceso de regulacion de la expresion de moléculas de
adhesion, jugando la B-Catenina un papel como factor de transcripciéon. Para ello elegimos 10
genes que se relacionan con adhesion celular: cuatro integrinas, relacionados con la unién
celular a matriz extracelular, cuatro cadherinas, relacionadas con union célula a célula y muy
relacionadas con a y B-Catenina; y ademas la proteina de unién a calcio NCAM2 y la Relina.

No escogimos la N-Cadherina por la polémica que hay en torno a si se encuentra 0 no en
HSC (Liy Zon, 2010) (Figura R.65).
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Figura R.65: El silenciamiento de PTPN13 o B-Catenina altera la expresion de diversos genes que codican moléculas
implicadas en la adhesion celular: En células HEL infectadas con lentivirus con la construccion para el silenciamiento de
Luciferasa, control, dos secuencias de silenciamiento de PTPN13 o dos secuencias de silenciamiento de p-Catenina (-Cat) Se
analizé la expresion de los 10 genes que se muestran en la figura mediante RT-gPCR. Las barras muestran las medias * la
desviacion ESTANDAR. Los valores de p representan la significacion frente al control (Luc ARNi).

Observamos cémo ITGA4, CDH1, CDH12, NCAM2 y la Relina aumentan su expresion
cuando interferimos PTPN13 o B-Catenina; mientras ITGAL1l, ITGAL y CDH5 disminuyen su
expresion. ITGAS lo encontramos inalterado y constatamos una divergencia en la expresion
de CDH18: mientras la interferencia de PTPN13 reduce los niveles de expresion de CDH18,
la interferencia de B-Catenina los aumenta. Lo primero que llamé la atencién es que ambos
ARNi muestran fenotipos muy similares, apoyando la idea de que ambas proteinas trabajan
en la misma via. En segundo lugar, puesto que lo que hemos analizado es el nivel de
expresion de ARN mensajero, parece que PTPN13 y B-Catenina regulan la expresion de las
proteinas analizadas. No obstante, no podemos desestimar la posibilidad de que el aumento
de adhesion se deba al papel que ejerce la B-Catenina en los contactos célula-célula y célula-
matriz. En concordancia con esto, se ha descrito que AKT es capaz de regular a la [-
Catenina indirectamente a través de GSK3B y esto modifica la expresién de algunas
moléculas de adhesion (Buitenhuis et al., 2010).

4.3.5 Modulacion de los niveles de PTPN13 Y B-Catenina por la TPO y Wnt3a.
Como ya hemos comentado, las HSCs reciben sefiales del entorno que son las que
deciden el destino de estas células, ya sea la autorrenovacion, quiescencia o diferenciacion.
Recientemente se ha sugerido que la TPO, la citoquina mas importante en la diferenciacion
megacariocitica, puede estar implicada en la regulaciébn de la quiescencia de las HSCs
(Yoshihara et al., 2007; Qian et al., 2007; Sanjuan-Pla et al., 2013). Nos parecio interesante
indagar en la relacion de la TPO con PTPN13 y 3-Catenina. Por otra parte, el papel que la -

Catenina tiene en la adhesion celular, y su papel como intermediario en la ruta canonica de
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Whnt, nos llevd a explorar también la posibilidad de que los factores Wnt candnicos regularan
este proceso. En el presente trabajo hemos comprobado que la estimulacién de células HEL,
con Wnt3a, ligando clasico de la ruta de Wnt, y con TPO, aumenta los niveles de PTPN13 y
de B-Catenina (Figura R.66).
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Figura R.66: Cambios en los niveles de PTPN13 y B-Catenina a nivel de proteina. Células HEL fueron tratadas con Wnt3a
0 TPO 100 ng/ml durante los tiempos que se indican en la figura. EI cambio en los niveles de mPTPN13 y mp-Catenina se
siguié mediante transferencia de western y revelado con los anticuerpos especificos frente a estas proteinas. La mGAPDH se
utiliz6 como control de carga. Se muestra un experimento representativo de 3 realizados.

En cuanto a los niveles de ARN mensajero de estas proteinas, la estimulacién de
WNT3a provoca una subida de los niveles PTPN13, pero no de [B-Catenina, ya que el
fendbmeno de la estabilizacion de [B-Catenina, en la ruta de WNT, es un fenémeno
postraduccional (Valenta et al., 2012). (Figura R.67).
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Figura R.67: Cambios en la expresion de mPTPN13 y mp-Catenina a nivel de ARN mensajero. Células HEL fueron
tratadas con Wnt3a o TPO a una concetracion final de 100 ng/ml durante 8 horas. EI cambio en la expresion de mPTPN13 y
mp-Catenina se siguié mediante RT-gPCR. Las barras muestran la media + la desviacion estdndar. Los valores de p representan
la significacion frente al control (células no tratadas).

Sin embargo, la estimulacion con TPO consigue, en células HEL, un aumento de los
niveles de ARN mensajero de PTPN13 y de B-Catenina. (Figura R.67). Sus homdlogos en
raton mPTPN13 y mB-Catenina también se estabilizan cuando las células de la médula 6sea
son tratadas in vitro con mTPO (Figura R.68).
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Figura R.68: Cambios en la expresiéon de mPTPN13 y mg-Catenina en células de la médula ésea de ratdén in vitro.
Células de la médula dsea de ratones C57BL/6 se trataron con TPO 100 ng/ml durante los tiempos que se indican en la figura.
El cambio en los niveles de mPTPN13 y mp-Catenina se siguié mediante transferencia de western y revelado con los
anticuerpos especificos frente a estas proteinas. La mGAPDH se utiliz6 como control de carga. Se muestra un experimento
representativo de 3 realizados.

Ademas, esta estabilizacion se produce también in vivo, ya que ratones a los que se les
inyectd6 mTPO a diario, durante 4 dias, presentan unos niveles mayores de mPTPN13 y m[3-
Catenina. Esto se midio en células de la médula 6sea comparando con sus hermanos control
a los que se le habia inyectado la misma cantidad de agua bidestilada, que fue usada como
vehiculo de la mTPO. (Figura R.69).
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Figura R.69: Cambios en la expresion de mPTPN13 y mp-Catenina en células de la médula dsea de ratén in vivo.
Ratones C57BL/6 se trataron con TPO durante 5 dias con una dosis intravenosa de 100 pg/Kg. El cambio en los niveles de
mPTPN13 y mp-Catenina de las células de la médula Gsea se siguié mediante transferencia de western y revelado con los
anticuerpos especificos frente a estas proteinas. La mGAPDH se utiliz6 como control de carga. Se muestra un experimento
representativo de 4 realizados

Tratados en su conjunto, creemos que estos datos sugieren que tanto PTPN13 como f3-
Catenina podrian regular las respuestas que las HSC producen a sefiales externas
producidas por el entorno, como WNT3a y TPO, dos citoquinas son secretadas por diferentes
tipos de células de la médula 6sea. Asi, dos tipos de células de la medula 6sea han sido
descritos como productores de WNT3a, osteoblastos y células endoteliales (Lento et al.,
2013). Ademés expresan multitud de otros ligandos WNT. Los osteoblastos también se han
relacionado con la produccion de TPO (Qian et al., 2007).

4.3.5.1 TPO vy Wnt3a modulan genes de de adhesién celular.

Si la alteracion de los niveles de PTPN13 o B-Catenina altera la expresién de
numerosas moléculas de adhesion, y la TPO y Wnt3a estabilizan a PTPN13 y B-Catenina,
seria esperable que WNT3a y TPO pudieran regular la expresién de dichas moléculas de
adhesion a través de estas proteinas. Para comprobarlo tratamos células HEL con TPO o
Wnt3a durante 8h y analizamos los mismos diez genes de proteinas de adhesion recogidos

en la figura R.64. Los resultados se muestran en la figura R.70.
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Figura R.70: Cambios en la expresion de genes que codifican moléculas implicadas en la adhesion celular producidos
por la TPO y Wnt3a. Células HEL fueron tratadas con Wnt3a o TPO a una concentracion final de 100 ng/ml durante 8 horas.
Se analiz6 la expresion de los 10 genes que se muestran en la figura mediante RT-qPCR. Las barras muestran la media * la
desviacion estandar. Los valores de p representan la significacion frente al control (células sin tratar).

Como se puede ver en la figura R.70, tres de los cinco genes que aumentaban su
expresion cuando interferimos PTPN13 o B-Catenina, ITGA4, CDH1 y NCAMZ2, ahora
disminuyen su expresion. Permaneciendo la Relina inalterada. CDH12 también aumenta su
expresion en estas condiciones. ITGAL1l, ITGAL y CDH5 (que cuando reducimos PTPN13 o
B-Catenina también reducen su expresion), cuando estimulamos con TPO o Wnt3a, muestran
una tendencia menos definida, si bien es cierto que aumentan su expresion en algunos casos,
y en otros parecen mostrar esa tendencia. ITGA5 permanece inalterada, al igual que cuando
interferiamos la expresion de PTPN13 o B-Catenina. Estos datos estan en consonancia con
los descritos en otros trabajos. Por ejemplo, células LSK que son tratadas con TPO y SCF

poseen unos niveles mayores de integrina 1B (ITGAB1) (Yoshihara et al., 2007).

4.3.6 Otras citoquinas del nicho hematopoyético también modulan los niveles
de PTPN13 y B-Catenina.

Para intentar reproducir las sefiales que se producen en el nicho hematopoyético de la
médula 6sea, usamos medio condicionado producido por la linea de células mesenquimales
del estroma de la médula 6sea inmortalizadas (hMSC-TERTSs) (Mihara et al., 2003) (Figura
R.71).
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Figura R.71: Cambios en la expresién de PTPN13 y B-Catenina por tratamiento con medio condicionado de células
mesenquimales. Células HEL fueron cultivadas en medio en el que habian crecido células hMSC-TERTS durante 72 horas. El
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tiempo de cultivo de las células HEL en el medio de las células hMSC-TERTS se indica en la figura. EI cambio en los niveles
de PTPN13 y p-Catenina se siguié mediante transferencia de western y revelado con los anticuerpos especificos frente a estas
proteinas. La GAPDH se utiliz6 como control de carga. Se muestra un experimento representativo de 4 realizados.

Como se puede observar, al cultivar las células HEL con medio condicionado por
células mesenquimales, que fisiol6gicamente se encuentran en el nicho que rodea a las HSC,
se provoca una bajada muy apreciable de de los niveles de PTPN13 y (B-Catenina. Pero
ademas, y para nuestra sorpresa por lo espectacular del fenédmeno, cuando observamos al
microscopio las placas donde se sembraron estas células descubrimos que este medio

provocaba que las células HEL se adhirieran fuertemente a la placa de cultivo. (Figura R.72).
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Figura R.72: Las células HEL se vuelven adherentes al ser cultivadas en medio condicionado de células mesenquimales.
Células HEL fueron cultivadas en medio en el que habian crecido células hMSC-TERTS durante 72 horas. El tiempo de cultivo
de las células HEL en el medio de las células hMSC-TERTS se indica en la figura. . La adhesion de las células HEL a la placa
de cultivo se pudo apreciar facilmente al microscopio, como ilustran las imagenes representativas

Dos de las citoquinas fundamentales que en mayor medida desprenden las células
mesenguimales y regulan la biologia de las HSC son SCF y CXCL12 (Anthony y Link, 2014).
Para comprobar si la alteracion de los niveles de PTPN13 y B-Catenina se debia a alguna de
estas citoquinas, tratamos las células HEL, durante diferentes tiempos, con cada una de estas

citoquinas. (Figura R.73).

CXCL12 SCF
0 2 4 8 Tiempo (h) 0 2 4 8 Tiempo (h)

PTPN13

GAPDH

0 il S s

1,00 2,63 212 227 PTPN13/GAPDH 1,00 0,80 013 0,18 PTPN13/GAPDH

0O 2 4 8 Tiempo (h) 0 2 4 8 Tiempo (h)
B-Cat B-Cat
GAPDH GAPDH

1,00 2,01 1,38 148 B-Cat/GAPDH 1,00 0,46 0,62 035 B-Cat/GAPDH

Figura R.73: Cambios en los niveles de PTPN13 y B-Catenina por tratamiento con CXCL12 o SCF. Células HEL fueron
tratadas con CXCL12 o SCF a una concentracion final de 100 ng/ml durante los tiempos que se indican en la figura. El cambio
en los niveles de PTPN13 y B-Catenina se siguié mediante transferencia de western y revelado con los anticuerpos especificos
frente a estas proteinas. La GAPDH se utilizd6 como control de carga. Se muestra un experimento representativo de 4
realizados.

Mientras CXCL12 estabilizaba a PTPN13 y a 3-Catenina, similar al efecto producido por
TPO y Wnt3a (Figura R.66), SCF disminuia claramente los niveles de estas proteinas. Por

tanto, se puede interpretar que la bajada de estas dos proteinas que se produce cuando
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cultivamos las células HEL en presencia de medio condicionado de células hMSC-TERTSs es

debida, al menos en parte, a la presencia en ese medio de SCF.

Aunque los estimulos que reciben las HSC en su nicho vital son multiples y complejos, y
las respuestas que en ellas provocan estas sefiales también lo son, interpretando los datos de
las figuras R.63-R-73 en su conjunto, parece que PTPN13 y B-Catenina son moduladores
intracelulares de las respuestas que las HSCs dan a los estimulos que reciben desde la
meédula 6sea. Por tanto, PTPN13 y B-Catenina podrian mediar en el destino de las HSCs

regulando la quiescencia, renovacion y diferenciacion.

En resumen, la interferencia de mMPTPN13 o mB-Catenina provoca un cambio en la
hematopoyesis del ratbn que es muy notorio especialmente en las células progenitoras. Este
cambio también sucede en algunas de las células maduras, donde aumentan los porcentajes
respecto al control de los linfocitos T y B, y de los megacariocitos, reduciéndose el nimero de
granulocitos y de la linea eritroide. La alteracién de las células inmaduras se produce porque
en ellas se observa un descenso de la proliferacion y un aumento del porcentaje de células en
quiescencia. Por otra parte, la reduccion de los niveles de estas proteinas altera la interaccion
de estas HSC con el nicho en la médula 6sea, posiblemente modificando el reparto de
moléculas de adhesion celular. Ademas, puesto que los niveles de PTPN13 y B-Catenina son
regulados por varias citoquinas producidas por el nicho, sugerimos que estas dos proteinas
son importantes reguladores intracelulares dentro de las HSCs. Los niveles de PTPN13 y 8-
Catenina serian un determinante fundamental para determinar si las HSCs proliferan o se
mantienen quiescentes. A su vez, los niveles de ambas van a depender de la identidad e

intensidad de las sefiales que las HSCs reciban desde el nicho.
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CONCLUSIONES.

La reduccién de los niveles de SHP1 y SHP2 favorece la diferenciacion
megacariocitica de células HEL y K562, lo que nos permite concluir que ambas
enzimas son reguladores negativos de dicha diferenciacion.

La actividad de SHP1 y SHP2 disminuye durante los primeros instantes de la
diferenciacibn megacariocitica para aumentar después. Estos cambios en la actividad
coinciden en el tiempo con cambios en la oxidacion y la fosforilacion de estas dos
PTPs, por lo que estos procesos estan relacionados con la regulacién de SHP1 y
SHP2 en la diferenciaciébn megacariocitica.

El silenciamiento de PTPN13 y B-Catenina incrementa la diferenciacion
megacariocitica tanto in vitro como in vivo.

La reduccién de los niveles de PTPN13 y de B-Catenina, mediante ARN de
interferencia en ratones, provoca que se acumulen linfocitos T y B y que el porcentaje
de eritrocitos y granulocitos sea menor en dichos ratones.

La reduccion de los niveles de PTPN13 y B-Catenina altera el ciclo celular de las HSC
de ratones provocando un incremento en el porcentaje de células quiescentes.

La adhesién de los progenitores hematopoyéticos al hueso se ve incrementada por el
silenciamiento de PTPN13 y -Catenina.

PTPN13 y B-Catenina regulan la expresion de numerosos genes relacionados con la
adhesion celular.

Diversas citoquinas desprendidas por el nicho hematopoyético regulan los niveles de
PTPN13 y B-Catenina.
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