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Resumen

La linfopoyesis constituye un proceso complejo mediante el cual se genera un
repertorio de células T y B preparado para la defensa del organismo frente a
infecciones. En el caso de las células T, la linfopoyesis tiene lugar en el timo, hacia
donde los precursores se dirigen, procedentes de la médula 6sea, y donde van a recibir
una serie de sefiales que dirigiran la diferenciacion de esos precursores hasta linfocitos

T funcionales.

Multiples son los procesos, que incluyen diferentes proteinas y mecanismos de
sefalizacion, implicados y necesarios para un correcto desarrollo del sistema linfocitico.
Uno de los mas importantes a nivel de precursores y desarrollo temprano es el
denominado division binaria o asimétrica, proceso por el cual los precursores deben
decidir entre auto-renovacion (proliferacion) o diferenciacion, consiguiéndose asi un
equilibrio que permita, tanto el mantenimiento de un pool de progenitores, como otro de
células ya diferenciadas hacia un determinado linaje. Las dos proteinas responsables de
este proceso de division asimétrica y por tanto, cruciales en las decisiones de linaje en
multiples sistemas, incluido el sistema inmune, son la proteina Notch y su modulador

negativo, la proteina adaptadora Numb.

Numb ha sido definida como el principal determinante intrinseco de la division
asimétrica, siendo heredada solo por una de las dos células hijas. Asi, aquella célula que
la herede dejard de recibir la sefalizacion por Notch, adquiriendo un compromiso
celular distinto al de su célula hermana que no la hereda, la cual si recibira la
sefalizacion por Notch. Pero ésta no es la tinica funciéon conocida de Numb, ya que
también se sabe que participa en la regulacion de la senalizacion de algunos receptores

al funcionar como adaptador en endocitosis dependiente de clatrina.

Asi mismo, Numb también parece jugar un papel importante en proliferacion
oncogénica, ya que su expresion esta inhibida en cancer mamario humano y mutaciones
inducidas en ella provocan neuroblastomas en Drosophila. Esta funcion quizas sea
consecuencia de su papel como regulador negativo de Notch, una de las proteinas mas

fuertemente implicada en produccion de tumores.



Resumen

En esta tesis se ha querido analizar por una parte, el papel de Numb en divisién
asimétrica y sefalizacion de receptores durante el desarrollo temprano de timocitos.
Para ello, se ha utilizado la alteracién de los niveles funcionales de Numb, bien por
expresion de un dominante negativo o por sobreexpresion de la proteina completa; y por
otra parte, si el inhibir la funcionalidad de Numb en una linea eritroleucémica resulta en

un aumento de la proliferacion oncogénica.

Asi, mostramos por primera vez que la division asimétrica tiene lugar durante el
desarrollo normal del timo y como la alteracién funcional de Numb, tanto por exceso
como por defecto, afecta fuertemente al proceso de division asimétrica y a la produccion

de timocitos maduros.

Ademas, hemos comprobado que la inhibicién de Numb afecta gravemente la
endocitosis del pre-TCR, provocando un exceso de sefializaciéon que desencadena una
cascada de alteraciones como bloqueo en DN3, diferenciacion prematura y alteracion de

la funcién de la proteina c-Cbl, encargada de la degradacion del pre-TCR.

De manera que estos resultados revelarian dos nuevos aspectos del desarrollo
temprano de linfocitos T: Primero, la importancia de unos adecuados niveles enddgenos
de Numb para una correcta division asimétrica y segundo, un nuevo papel de Numb

como adaptador clave en la degradacion y endocitosis del pre-TCR por parte de c-Cbl.

Con respecto al papel de Numb en proliferacion oncogénica, hemos podido
observar como la inhibicion de Numb desencadena un aumento de sefializacion por
Notch, provocando un incremento proliferativo bastante importante en una linea celular
eritroleucémica. Esto apoyaria la recientemente descrita funciéon de Numb como posible

proteina supresora de tumores.
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Introduccion

1. DESARROLLO, ESTRUCTURA Y FUNCION DEL TIMO

El sistema inmune estd formado por un conjunto de mecanismos que protegen al
organismo de infecciones por medio de la identificacién y eliminacion de agentes
patogenos. Las células que componen este sistema se originan en dos Organos
principales: timo y medula 6sea, lugares que albergaran el desarrollo de linfocitos T y B

respectivamente.

El timo es un organo linfoide primario con estructura bilobulada que se localiza
justo encima del corazén. Su organogénesis es el resultado de las interacciones
mesénquimo-epiteliales entre el mesénquima, derivado de la cresta neural, y el

endodermo, derivado de la tercera bolsa faringea.

Cada 16bulo esta rodeado por una cépsula formada por tejido conectivo denso, de
origen mesenquimal. Su principal componente estructural es una red de células
epiteliales formadoras del estroma. Este tipo celular es altamente heterogéneo,
permitiendo la organizacion del timo en tres zonas unicas: region subcapsular, cortical y
medular. Junto a este tipo celular también se localizan células dendriticas, macréfagos y

células linfoides (Figura 1).

Immunobiology, Janeway, et al., 5th edition
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Figura 1. Localizacion y Estructura del Timo
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La funcion del timo de albergar el desarrollo del linaje T es posible gracias al
microambiente timico y en particular, a la disposicion en 3D de su epitelio, lo cual
facilita la migracion de los timocitos y las interacciones célula-célula al aumentar el
area de superficie de contacto [1]. Esto ha sido corroborado por estudios que muestran
como la pérdida de esa red tridimensional estd directamente relacionada con la
involucion timica dependiente de la edad, provocando una alteracién en las sefales

necesarias para la timopoyesis [2, 3].

Por tanto, las células epiteliales timicas son fundamentales para el desarrollo de
los distintos estadios madurativos de las células T. Asi, las corticales, poseedoras de una
morfologia dendritica que permite un mayor contacto célula-célula, son necesarias en
las etapas tempranas de la timopoyesis al favorecer la seleccion positiva [4] mientras
que las medulares son importantes para la seleccion negativa, al expresar MHC-I y

MHC-II [5].

Pero no sélo es necesaria la interaccion celular sino también la liberacion de
moléculas solubles, las quimioquinas, por parte de las células epiteliales. Estas
quimioquinas son responsables de dirigir la migracion de los timocitos durante su

diferenciacion.

El timo forma, por tanto, una compleja red estructural y funcional imprescindible
para un adecuado proceso de desarrollo y diferenciacion del linaje de células T a partir

de precursores hematopoyéticos.

El conocimiento cada vez mayor de los factores y moléculas que lo componen han
permitido desarrollar, en los ultimos afios, sistemas in vitro capaces de soportar el
desarrollo temprano de timocitos. Bien sistemas tridimensionales como cultivos de timo
fetal (FTOCs) o sistemas de monocapa de células estromales (OP9DL o TSCs), en cuyo
caso se debe inducir la expresion de determinados ligandos debido a la carencia de la

necesaria estructura 3D de estos sistemas [3].
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2. DESARROLLO TEMPRANO DE LINFOCITOS T

El desarrollo de las células T dentro del timo ocurre en tres fases fundamentales:
desarrollo temprano mediado por pre-TCR, seleccion positiva mediada por TCR y
maduracion funcional. En estos procesos las células proliferan, se diferencian y son

seleccionadas para generar células T inmunocompetentes.

La linfopoyesis intratimica incluye diferentes estadios con diferencias genéticas,

fenotipicas y de localizacion timica [6-9].

El proceso de diferenciacion timica es similar en el timo embrionario y en el timo
postnatal y adulto. La principal diferencia es que los precursores hematopoyéticos en el
timo embrionario proceden del higado fetal mientras que en el timo adulto proceden de

la medula Osea.

Durante la embriogénesis del raton, el primordio timico se forma entre los dias 10
y 11 de edad gestacional (cuarta semana de gestacion en humanos), siendo colonizado
por las células madre hematopoyéticas aproximadamente en el dia 12 (octava semana en
humanos). En este estadio, el rudimento timico carece ain de la corteza y médula
caracteristicas del timo adulto. Solo estd constituido por precursores de las células
timicas epiteliales, las cuales continuaran diferenciandose y desarrollandose hasta
generar las diferentes subpoblaciones corticales y medulares, responsables de facilitar el
desarrollo completo de los timocitos. Al nacer, los ratones aiin no han terminado de

formar el timo adulto mientras que en humanos el timo esta totalmente formado.

La llegada de los precursores no es continua sino intermitente y en oleadas,
ocurriendo tanto durante la embriogénesis como tras el nacimiento. Asi, la primera
oleada de precursores llega en el ratobn sobre el dia 12 de vida fetal, comenzando
rapidamente el proceso de diferenciacion hacia timocitos, mientras que una segunda
oleada llega sobre el dia 19-20 y permanece sin diferenciarse hasta 6 o 7 dias después

del nacimiento, reemplazando a la primera generacion de timocitos [10] .
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La linfopoyesis comprende una serie de etapas de diferenciacion, pudiéndose
distinguir 4 grandes tipos celulares de acuerdo a la expresion de moléculas de superficie

(Figura 2):

CD8 ]

Figura 2. Esquema de analisis por citometria de las poblaciones de timocitos segun
sus moléculas de expresion.

CD4

La poblacion doble negativa (DN) representa en el timo adulto el 3-5% del total de
timocitos y es la inica poblacion celular presente en el timo fetal hasta el dia 14-15 [9,
11]. Carecen de expresion de las moléculas CD4 y CDS8 pero si expresan CD44 y/o
CD25, diferenciandose 4 subpoblaciones (Figura 3):

a) DN1 (CD25-CD44+) — Son células pluripotenciales con capacidad para
generar células T, B, NK y dendriticas pero no mieloides [12]. Se localizan en la zona

mas interna del cortex timico.

b) DN2 (CD25+CD44+) — Pierden ligeramente su capacidad de producir células
B y NK pero atin son capaces de generar células dendriticas, células Tyd y células Taf3.
Se sitan en la mitad de la corteza externa y representa la subpoblacion de dobles

negativas con mayor capacidad de migracion.
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c) DN3 (CD25+CD44-) — Durante este estadio se activan los genes RAG1 y
RAG?2, ocurriendo los reordenamientos V-D-J del gen de la cadena 3 del TCR, cadena
que una vez sintetizada aparece en la superficie celular y unida a la cadena invariante
pTa, formando el pre-TCR. Solo los timocitos DN3 capaces de sefializar por su pre-
TCR pasan a DN4 en un proceso llamado “seleccion B, muriendo por apoptosis los
demas. Este proceso implica una serie de eventos claves para el correcto desarrollo de
los linfocitos T como son: 1) Compromiso hacia el linaje o/B; 2) Exclusion alélica del
locus TCRp, al inducir fosforilacion y por tanto, inactivacion de los genes RAG; 3)
Diferenciacion hacia dobles positivas; 4) Supervivencia; 5) Proliferacion, ya que es en
este estadio donde se produce una intensiva expansion celular con 6 a 8 ciclos
proliferativos, estableciéndose el nimero adecuado y definitivo de timocitos en el timo.

Predominan en la region subcapsular de la corteza.

d) DN4 (CD25-CD44-) — Aquellos que han elegido el linaje aff pasan por este
estadio, donde pierden la expresion de CD25 y comienzan a regular la expresion de
CD4 y CD8, pasando asi al siguiente estadio de diferenciacion, es decir, hacia dobles

positivas (DP). Se localizan en la region subcapsular.

Existe una poblaciéon de linfocitos CD4-CD8-TCRyd, que representan 1/3 de la

poblacion doble negativa y que se dirige hacia el tejido epitelial.

&)1

CD44

CD25

Figura 3. Esquema de analisis por citometria de las subpoblaciones DN
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El siguiente estadio de diferenciacion lleva a la aparicion de las células DP (80-
85%). A nivel fetal esta poblacion comienza a aparecer en el dia 17 gestacional,

llegando a representar el 80% en el dia 10 después del nacimiento.

Esta poblacion se caracteriza por expresar en su superficie CD4 y CD8 y por
comenzar a generar la cadena a del TCR, de manera que el pre-TCR se sustituye por un
TCR maduro. A continuacion se da el proceso de seleccion positiva, es decir, son
seleccionados aquellos precursores capaces de interaccionar eficientemente con
complejos péptido-MHC en las células estromales; y de seleccion negativa, donde son
eliminados los que generan sefiales demasiado fuertes a través de su TCR. La poblacion

resultante migra de nuevo hacia la médula timica para madurar a simples positivas.

El ultimo estadio de diferenciacion es el de simple positivas (10-15%),
apareciendo ya tras el nacimiento, y donde hay que distinguir dos poblaciones
diferenciadas : CD4" CDS8  SP, responsables de la defensa frente a infecciones
extracelulares y CD4 CD8" SP, encargadas de la defensa frente a infecciones
intracelulares. La relacion CD4:CDS es aproximadamente de 2:1. Ambas poblaciones

migraran hacia la periferia para llevar a cabo su funcion.

Por tanto, el mecanismo de diferenciacion de timocitos desde un precursor
hematopoyético es bastante complejo, sufriendo numerosas etapas y dependiendo de
multitud de factores (Figura 4). La alteracion en cualquiera de ellos va a provocar
modificaciones que comprometeran seriamente la funcionalidad de los linfocitos

maduros.
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3. PRINCIPALES FACTORES IMPLICADOS EN EL
DESARROLLO TEMPRANO DE LINFOCITOS T

Multiples son los procesos implicados en dirigir el desarrollo de los linfocitos pero
quizas los mas importantes a nivel de dobles negativas sean la sefializacion por pre-
TCR, por una proteina de membrana llamada Notch y por quimioquinas liberadas por el

microambiente timico.

3.1. Pre-TCR

En la diferenciacion intratimica, durante la transicion desde el estadio DN3 al
DN4 tiene lugar un proceso crucial para el desarrollo de linfocitos T conocido como
seleccion . Para que esta seleccion tenga lugar la célula DN3 debe expresar en su

superficie un complejo denominado pre-TCR.

Este complejo estd constituido por una uniéon covalente entre una cadena
TCRB y una cadena invariante pTa, uniéndose ambas de forma no covalente a
moléculas CD3 (Figura 5). El pre-TCR se localiza en rafts, es decir, en microdominios
de membrana enriquecidos con glicoesfingolipidos, colesterol y moléculas de
sefializacion necesarias para el desarrollo de las células T como p56'*, ZAP-70 y LAT.
Ademas, presenta una estabilidad limitada en la membrana como consecuencia de una
tasa degradativa constitutiva acelerada [13], localizdndose en lisosomas [13] y carece de
reciclaje nuevamente a la membrana [14], lo cual lo diferencia del TCRaf3 y TCRys.
Esto parece ser necesario para la regulacion de la duracion de su sefializacion, ya que se
ha demostrado que la sobreexpression de la cadena pTa altera la diferenciacion normal

[15].

Otra diferencia con respecto al TCR, es su sehalizacion continua e
independiente de ligando, de manera que su mera expresion en superficie proporciona el

estimulo necesario sin necesidad de interaccionar con ninguna molécula. Se cree que es

12
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la cadena pTa la responsable de esta peculiar caracteristica, debido a su capacidad para
formar oligomeros, gracias a una serie de residuos de su dominio extracelular. Esta
teoria se apoya en investigaciones que muestran coOmo alteraciones en esos residuos
bloquean la seleccion  [16]. Ademas, otras investigaciones han permitido concluir que
todas las peculiaridades del pre-TCR, que le diferencian del TCR maduro, son aportadas

por la cadena pTa [17, 18].

Antes de la sefalizacion por pre-TCR se producen reordenamientos
productivos del gen Tcrb, generando una diversidad de cadenas TCRP que pasaran a
expresarse en la superficie de los timocitos DN3 y que junto con la cadena pTa
formaran el pre-TCR. Es en ese momento cuando comienza la sefializacion por este
complejo, desencadenando exclusion alélica del gen Tcrb, y proliferacion y
supervivencia unicamente de aquellas células con complejos pre-TCR funcionales, que
continuardn con su diferenciacion hacia dobles positivas. Para asegurar un amplio
repertorio y evitar la pérdida de clones que pudieran generar cadenas 3 funcionales, los
timocitos DN3 expresan un receptor con alto potencial de oligomerizacién y con muy

baja sensibilidad a sefiales del ambiente celular que lo rodea.

pre-TCR

Hirh

Diferenciacion Exclusion alélica  Proliferacion

Figura 5. Estructura y Funciones del pre-TCR
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La sefalizacion por este complejo representa el primer punto de control
durante la diferenciacion de los linfocitos T y el inico existente en el estadio temprano
del desarrollo. Es por esto que debe estar finamente regulado, participando en este
proceso tanto la propia cadena pTa, la cual promueve la internalizacion del complejo
[14], como una ubiquitin-ligasa llamada c-Cbl que parece ser la responsable de la
ubiquitinizacion del receptor, favoreciendo asi su degradacion fundamentalmente
lisosomal, aunque también la hay proteosomal y por tanto consiguiéndose una

atenuacion de la senal [13, 19] (Figura 6).

1

Ubiquitinizacion

=

@/5&

2. Degradacién Lisosomal

Figura 6. Esquema del mecanismo de degradacion del pre-TCR por c-Cbl
3.2.NOTCH
Notch es una proteina transmembrana que participa en decisiones de linaje y
diferenciacion en varios organismos desde Drosophila a humanos; asi como en una gran
variedad de sistemas, incluyendo el sistema inmune y hematopoyético [20].
Los distintos receptores y ligandos de Notch son expresados en el timo,

también en médula 6sea y ganglios linfaticos, desde estadios muy tempranos del
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desarrollo [21, 22] y segin qué tipo de receptor y ligando actiie en cada momento y en
cada organo la diferenciacion linfocitica serd dirigida en un sentido u otro (Figura 7).
Asi, se sabe que esta proteina participa en la decision entre diferenciacion hacia
linfocitos T o linfocitos B [23-25] ; decision entre linfocitos Taf y linfocitos Tyd [26] ;
diferenciacion entre CD4 y CD8 [27, 28] y diferenciacion entre Thl y Th2 [29] .

Existe controversia con respecto al papel de Notch en la decision hacia CD4
o CD8. Asi, uno de los estudios revela que la sefalizacion activa de una version
truncada del dominio intracelular de Notch bajo el promotor Ick favorece la
diferenciacion hacia CDS8 [27], mientras que otro estudio, que utiliza la expresion
retroviral de una version completa del dominio intracelular de Notch revela que
favorece la diferenciacion tanto hacia CD4 como hacia CD8 [28]. El por qué de estos
resultados tan dispares parece ser debido a las diferencias en las construcciones

utilizadas para Notch, asi como en los promotores utilizados.

Figura 7. Expresion de receptores (azul) y ligandos (marrén) de Notch (panel superior).
Esquema de la serializacion por Notch en linfopoyesis (panel inferior)

También varios estudios han puesto de manifiesto la posible participacion de
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Notch durante la seleccion B, aunque sigue sin estar claro en qué consiste esa
participacion. Asi, unos estudios parecen indicar que Notch es fundamental en este
proceso porque controla la expresion del gen pTa [30, 31] mientras que otros aseguran
que ejerce un papel por si mismo e independiente del pre-TCR [32, 33]. Sea como sea,
de lo que no hay duda es de la importancia de estos dos factores durante la
diferenciacion del estadio dobles negativo, ya actiien dependiente o independientemente

el uno del otro.

Ademas, se ha demostrado que mas del 50% de las leucemias linfoblasticas
agudas de células T se deben a mutaciones que afectan al dominio extracelular de Notch
[34], y al menos un 1% de este tipo de leucemias esta provocado por una translocacion
t(7;9), fusionandose el locus que codifica TCRf con una porcion del gen Notch, lo cual

origina una expresion constitutiva de su dominio intracelular [35].

Todos estos datos demuestran el papel tan importante que la proteina Notch
ejerce durante el desarrollo linfoide, ya que de su buen funcionamiento va a depender el
desarrollo de un sistema linfocitico adecuadamente funcional. Todavia queda mucho
por conocer acerca del mecanismo de esa ruta de sefializacion y sobre todo qué ligandos
y receptores participan en cada decision, pero lo conocido hasta ahora deja claro que

esta proteina es crucial en las decisiones de linaje dentro del sistema inmune.

3.3. MICROAMBIENTE

El término “microambiente timico” hace referencia al conjunto de células y
moléculas que van a interaccionar con los timocitos. Asi, ese microambiente lo
constituye tanto la estructura en 3-D del timo, lo cual favorece el contacto célula-célula,
como todas las quimioquinas e inteleuquinas liberadas por las células estromales

corticales y medulares.

Las quimioquinas son responsables de regular la localizacion y movilidad de

los timocitos por las diferentes zonas del timo durante su diferenciacion[36, 37]. Para su
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reconocimiento por parte de los timocitos éstos van expresando diferentes receptores a
lo largo de su proceso de diferenciacion. Alteraciones en estos receptores provocan

bloqueos en el estadio de dobles negativas [38, 39].

Con respecto a las interleuquinas, quizds la mas importante sea la IL-7, ya
que es fundamental para la proliferacion, diferenciacion y supervivencia durante los
estadios tempranos del desarrollo de células T [40-42] . En concreto, es clave para la
proliferacion y diferenciacion del estadio DN1, DN2 y DN3, aunque después de la
seleccion B y previo a la seleccion positiva los timocitos parecen ser insensibles a su
sefal [43, 44], quizds para garantizar en esos estadios los procesos de muerte de

aquellas células que no pasan esos dos puntos de control.
Por tanto queda claro que son varias las proteinas y complejos los mecanismos

participantes durante el desarrollo de células T, necesitindose una correcta interrelacion

entre todos ellos para que pueda tener lugar una adecuada linfopoyesis de células T.
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4. LA PROTEINA ADAPTADORA NUMB

4.1. ESTRUCTURA

Numb es una proteina adaptadora de localizacion intracelular y que ha

conservado evolutivamente su homologia funcional.

Posee una estructura con multiples dominios a través de los cuales es capaz
de unirse a diferentes proteinas. Asi, posee un dominio de unién a fosfotirosina o PTB
en su extremo amino-terminal, mientras que en el extremo carboxi-terminal presenta
tres regiones ricas en prolina o PRR con motivos altamente conservados como DPF y

NPF [45].

Las proteinas que contienen dominios PTB funcionan como adaptadores,
organizando los complejos de sefializacion. En los ultimos afios han alcanzado una gran
notoriedad debido al amplio rango de procesos fisioldgicos que regulan, incluyendo

desarrollo neuronal, respuesta inmune y crecimiento celular.

Los dominios PTB se unen a péptidos con secuencias NPXY vy las proteinas
que contienen estos dominios se agruparon en 2 familias, /RS like PTBs y Shc like
PTBs, segun sus diferencias estructurales; sin embargo, recientemente ha surgido una
nueva clasificacion [46], compuesta por 3 familias, atendiendo a la relacién
estructura/funcion : IRS like PTBs, Shc like PTBs y Dab-2 like PTBs. Esta ultima nueva
familia se compone de proteinas pertenecientes a la familia Shc pero que poseen
diferencias suficientes, en cuanto a tipo de ligandos a los que se unen asi como en la

secuencia de union al ligando, para ser considerada como una nueva familia.

En la siguiente tabla se muestran esas diferencias entre las familias Shc y

Dab-2 :
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Familia PTB Dominio PTB Secuencia ligando
mNumb Péptido sintético AYIGPpYL
mNumb Numb associated kinase GFSNMSFEDFP

(NAK)
Dab-2 ) )
mNumb Ligand of Numb-protein X EPGLDNPAYTSSVE
mDab-2 LDLR NINSIFDNPVYQKTT
mDab-2 Amyloid precursor protein NGYENPTYK
(APP)
hARH LDLR NINSIFDNPVYQKTT
mShe EGFR HSTAVGNPEpYLN
mShe IL-2R SCFTNQGpYFF
She mShe IL-3R FDFNGPpYLGPPQ
mShe Integrin B4 DLLPNHSpY VFRV
mShce Insulin receptor (IR) LYASSNPEpYLS

Tabla I. Ligandos de proteinas PTB
Como se puede observar en la tabla anterior, Numb pertenece a la familia
Dab-2, dentro de la cudl existen varios homoélogos con respecto al PTB : Dab-2, ARH y
Numblike. Ademas, si estudiamos el grado de similaridad de sus PTBs con respecto a
Numb comprobamos que es bastante alto (Tabla II), mientras que con Shc es menor.
Numblike Dab-2 ARH SHC

Numb 68.20 43.96 41.22 25.71

Tabla I1. Porcentaje de similaridad entre PTBs
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También es importante destacar que, mientras todos los ligandos del PTB de
Shc contienen una fosfotirosina (pY), el PTB de las proteinas de la familia de Dab-2
solo son capaces de unir pY en un peptido sintético. Esto nos permite concluir que un
dominante negativo consistente en el dominio PTB de Numb podria potencialmente
inhibir, ademas de a Numb, a todas sus proteinas con PTBs altamente homologas que

ademas se unen a ligandos afines, como Numblike,Dab-2 y ARH, pero no a Shc.

La mayoria de los dominios PTB conocidos han sido encontrados en
mamiferos, unos 150. Anadlisis de las proteinas que los poseen han revelado que
carecen de dominios que contengan actividades intrinsecas cataliticas aunque si poseen
dominios de interaccion proteina-proteina, de ahi que reciban el nombre de proteinas

adaptadoras.

Las funciones celulares llevadas a cabo por este tipo de proteinas varia segin
la familia. Asi, las familias con PTBs del tipo de IRS y Shc participan en rutas de
transduccion de sefial mientras que las pertenecientes a la familia Dab-2, como la

proteina Numb, participan en procesos de endocitosis.

Muy poco se conoce acerca de las proteinas que interaccionan con el PTB de
Numb (Figura 8). Se han identificado varias como NAK [47], actua regulando a Numb;
PON[48], dirige la localizacién de Numb durante el proceso de division asimétrica; y
Notch [49], sobre el que actlia como inhibidor. Ademds de su capacidad para reconocer
motivos NPXY [50], también se ha descrito la propiedad que tiene el PTB de Numb de

unirse a moléculas de clatrina, en concreto a secuencias de tipo FXNPXy [51].

Figura 8. Estructura del dominio PTB de Numb
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Con respecto al extremo carboxi-terminal de Numb se distinguen motivos
llamados DPF, que le permitirdn unirse a la subunidad o-adaptina del complejo
endocitico AP2 [52, 53], y motivos NPF, por medio de los cuales se une a dominios EH
presentes en Epsl5 [54], otra proteina también implicada en procesos de endocitosis.
Asi mismo se ha descrito su capacidad de unir ubiquitin-ligasas, como Itch, a través de

este extremo [49] .

Existen cuatro isoformas de Numb resultantes de un diferente procesamiento
del ARNm [55]. Son designadas segiin su peso molecular : p65, p66 p71 y p72 y se
diferencian entre si por la ausencia o presencia de un inserto de 11 aminoacidos dentro
del PTB (PTBi) y por la ausencia o presencia de un inserto de 49 aminoacidos dentro de

PRR (PRRi) (Figura 9).

La presencia de PTBI, presente en las isoformas p66 y p72, confiere la
capacidad de unirse a la membrana plasmatica, mientras que su ausencia, isoformas p65
y p71, hace que se localicen en el citoplasma o en el ntcleo. Sin embargo, se ha
comprobado que las que carecen del PTBi también son capaces de unirse a fosfolipidos
de membrana, lo cual lleva a suponer la existencia de mecanismos complejos a través de

los cuales Numb podria ser retenida en membrana por otras proteinas [55].

PTBi PRRIi
p72 M
p71 q H

p66 % —]
p65 q w  —

Figura 9. Representacion esquematica de las 4 isoformas de Numb
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La expresion de las diferentes isoformas de Numb varia de un tejido a otro,
siendo las isoformas p71 y 72 las que dominan en tejidos que se encuentran
continuamente dividiéndose, como el timo de ratén. En concreto, aquellas que poseen
un inserto en la region PRR favorecen la proliferacion, p71 y p72 y las que carecen de

¢l, p65 y p66, potencian la diferenciacion [56].

4.2. FUNCIONES

Aunque el descubrimiento de la proteina Numb tuvo lugar en 1989, poco es
lo conocido hasta ahora sobre las funciones que realiza y mucho menos los mecanismos

a través de los cuales las lleva a cabo.

A continuacion se describen las funciones que hasta este momento son

conocidas sobre esta proteina adaptadora.

4.2.1. DIVISION ASIMETRICA

El proceso de division asimétrica ocurre cuando una célula madre
genera dos células hijas que adquiriran diferentes compromisos celulares [57]. Este

proceso es, por tanto, crucial para generar diversidad en los organismos multicelulares.

En este tipo de divisiones pueden participar determinantes extrinsecos
o intrinsecos. Con los primeros las dos células hijas seran equivalentes, adquiriendo
posteriormente diferentes compromisos celulares como resultado de la interaccion de
esa célula hija con su microambiente; sin embargo con los segundos, el mecanismo es
distinto pues se van a generar dos células hijas que son ya diferentes desde su
nacimiento. Por tanto, tres son los pasos necesarios para generar dos células
intrinsecamente diferentes : primero la célula debe polarizarse, por lo que un extremo
sera diferente al otro; a continuacion una serie de determinantes intrinsecos del

compromiso celular se disponen en un sélo extremo de la célula y por ultimo, el huso
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mitotico se alinea a lo largo del eje de polaridad de la célula, de manera que los

determinantes intrinsecos seran heredados por sélo una de las dos células hijas (Figura

0—0—0

- O—®—0Om

Figura 10. Modelo de division asimétrica dirigida por determinantes extrinsecos (4) o
intrinsecos (B).

A)

Con objeto de intentar conocer cuales son esos determinantes
intrinsecos y el mecanismo por el que son capaces de dirigir este tipo de division, se han
llevado a cabo numerosas investigaciones en todo tipo de organismos, destacando sobre

todo los estudios llevados a cabo en el sistema nervioso de Drosophila.

Asi, la proteina Numb fue descrita originariamente como una
mutacion que afectaba a la division binaria de la linea de precursores del organo
sensorial en Drosophila [58]. Posteriormente, se descubrié que el gen numb codificaba
una proteina localizada asimetricamente, es decir, que solo lo heredaba una de las dos
células hijas, la cual adquiria un compromiso celular diferente al de su célula hermana y
ademds que era necesaria durante las decisiones binarias en el desarrollo del sistema

nervioso periférico [59], central [60], muscular [61, 62] y cardiaco [63] en Drosophila.

Se consiguid describir la localizacién de Numb en cada fase de la
mitosis durante el desarrollo de los neuroblastos en la mosca de la fruta [64]. Asi,
durante la interfase y profase temprana, la proteina se distribuye homogeneamente a lo

largo de la membrana celular, comenzando a polarizarse hacia un extremo de la célula
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en profase tardia, permaneciendo ya asimétrica durante la metafase, anafase y telofase,
hereddndola solo una de las dos células hijas y volviendo a su distribucion homogénea
en esa célula tras la mitosis (Figura 11). También se comprobd que esa localizacion
asimétrica de Numb era independiente de microtubulos y de actina, pues si se bloqueaba

tanto la formacion del huso mitdtico como la citocinesis, no habia alteraciones en su

disposicion.
Telofase
Interfase Profase Metafase Anafase f )
- - - P
-
< )— z —_ —
-

Figura 11. Esquema de la localizacion asimétrica de Numb durante la mitosis en
Drosophila

Posteriormente se identifico un homologo de Numb de Drosophila en
raton, el cual también estaba asimetricamente distribuido en la zona apical de la célula
durante la neurogénesis cortical en los estadios de profase, metafase y anafase pero, sin
embargo, en telofase se observaron casos donde ambas células hijas heredaban Numb y
casos donde solo una de las células hijas la heredaba [65] (Figura 12), proponiéndose la
teoria de que las divisiones simétricas serian predominantes sobre las asimétricas a nivel
embrionario, lo cual mantendria un pool constante de progenitores necesarios para el

desarrollo del sistema.

Telofase
-
-
Interfase Profase Metafase Anafase
o o o / — —_—
-
-

Figura 12. Esquema de la localizacion asimétrica de Numb durante la mitosis en raton
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Ademads, en este mismo estudio se determind que la localizacion
asimétrica de Numb en la zona apical de la membrana es independiente del plano de
division, es decir, que Numb siempre se localiza en esa posicion y el que la herede una
o las dos células hijas dependera del plano de division (Figura 13). Esto es lo contrario
a lo que ocurre en Drosophila, ya que Numb siempre se localiza por encima de uno de

los centrosomas.

€00 C 3
3.Q 4.&:‘\ \
QO *0

Figura 13. Modelo de divisiones simétricas o asimétricas para Numb segun el plano de
division.
Al igual que en Drosophila, también en raton el gen que codifica para

Numb es necesario para una correcta neurogénesis y su deleccion resulta ser letal [66].

En cuanto a cual es el linaje favorecido por la sefializacion por Numb,
la controversia es indudable, ya que por ejemplo en Drosophila, en el sistema nervioso
central, promueve la diferenciacion hacia motoneurona sobre interneurona en algunas
divisiones mientras que en otras lo hace al revés[60] y fuera del sistema nervioso es
capaz de dirigir la diferenciacion de células precursoras a varios tipos musculares [62];
mientras que en mamiferos, como en progenitores neurales, favorece el linaje progenitor

sobre el neural pero paradojicamente tambien promueve la diferenciacion neural [67].

Por tanto, (Como explicar que un mismo determinante intrinseco sea

capaz de actuar en el desarrollo de diferentes sistemas, generando distintas identidades
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de linaje? Lo que se cree es que Numb no es el responsable de especificar ningun linaje,
sino que simplemente actlla como un interruptor que desactiva, en otras palabras, que
inhibe al verdadero responsable de esa especificacion hacia un linaje determinado,

Notch [68, 69].

Por tanto, en la célula que no hereda Numb, la sefializacion por Notch
esta activa, dirigiendo a esa célula hacia un determinado linaje, mientras que en la célula
que si la hereda, esa sefalizacion por Notch esta inhibida, lo que promoveria a la célula

a mantener su linaje original.

El suponer que la proteina Numb actia como un interruptor, puede
explicar el por qué algunas células que en una primera decision no expresan Numb, si lo
hacen cuando necesitan volver a dividirse para generar otro linaje. Esto es lo que ocurre

en el desarrollo del linaje SOP y en neuroblastos en Drosophila. (Figura 14).
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Figura 14. Uso reiterativo o no de Numb (rojo) asimétrico durante el desarrollo del
linaje SOP (a) y neuroblastos (b) en Drosophila.
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La siguiente pregunta que se plantea seria : ;Como es la célula capaz
de regular esa polarizacion de Numb?. Para responder a esta pregunta hay que dirigir la

mirada hacia los mecanismos encargados de la polarizacion de Numb durante la mitosis.

Poco se sabe acerca de ellos pues estan empezando a ser estudiados
ahora. En general, se han identificado un conjunto de proteinas llamadas PAR y una
proteina quinasa atipica (aPKC) que son responsables del fenomeno de polaridad [70].
Asi, en neuroblastos, células precursoras del organo sensorial (SOP) en Drosophila y en
células basales epidermicas de mamiferos se ha demostrado que la distribucion
polarizada del complejo aPKC-Par3-Par6 es necesaria para una adecuada segregacion
de los determinantes intrinsecos entre las células hijas [71, 72]. Numb es sustrato de
aPKC, siendo fosforilada tanto in vivo como in vitro en dos residuos de serina y esa
fosforilacion es necesaria para mantener su localizacion asimétrica en células epiteliales
de mamiferos y en células SOP en Drosophila [73]. Pero este no parece ser el unico
mecanismo, pues también se ha descrito la participacion de una proteina llamada PON

[48].

Recientemente se ha propuesto, durante la neurogénesis en raton, un
nuevo modelo de mecanismo que utiliza la fragmentacion del aparato de Golgi y su
reconstitucion durante el ciclo celular para regular la sefializacion de Numb durante la
mitosis, a través del cambio de la distribucioén subcelular de una nueva proteina que se
une a Numb y que ha sido llamada ACBD3 [74] . Esta proteina permitiria que la
sefalizacion por Numb sea activada s6lo cuando las dos células hijas son generadas y

ser desactivada despues de que ellas sean formadas.

De manera que la proteina ACBD3 se une a Numb por un dominio
funcional y actia de forma sinérgica con ella para regular el compromiso celular. Dado
que Numb es citosolica y ACBD3 estd unida al Golgi, pasando a ser citoplasmatica
durante la mitosis, ambas so6lo podran interactuar en ese momento, justo cuando la
actividad de Numb es necesaria para distinguir las dos células hijas, perdiendo esa

capacidad rapidamente al volver ACBD3 al Golgi tras la mitosis (Figura 15).
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Zhou et al. 2007
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Figura 15. Modelo para la regulacion de la sefializacion por Numb y Notch a través de

la proteina ACBD3 durante la neurogénesis de mamiferos.

Segtin este modelo, Numb (en verde) inhibe la sefializacion por
Notch, favoreciendo el compromiso hacia progenitor, pero sélo cuando ACBD3 (en
rojo) se localiza en el citosol despues de la fragmentacion del Golgi durante la mitosis.
Después de la mitosis, Numb vuelve a acumularse en la célula, inhibe a Notch y como
ahora ACBD3 est4 en el Golgi, Numb promueve la diferenciacion a neurona por una
ruta diferente. Esta parte del modelo se ha demostrado porque la expresion forzada de
ABCD3 en el citosol inhibe la diferenciacién neuronal. Por tanto, Notch va a estar
inhibida por Numb tanto si ABCD3 esta en el citosol o en el Golgi, pero la posicion de
¢éste ultimo determina un linaje u otro. Solo hay un caso en el cual la sefializacion por
Notch es independiente de Numb y ocurre en interfase, cuando por un mecanismo de
inhibicion lateral [75] la célula que acumula Notch va a proteger a las celulas vecinas de

adoptar el mismo compromiso que ella misma.
Por tanto, este complejo modelo intenta explicar la paradoja que se

produce en la neurogénesis del raton, donde Numb favorece el linaje progenitor sobre el

neuronal pero a la vez es necesario para la diferenciacion neural. Y quizas en otros
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tejidos las células progenitoras utilizen este mecanismo para mantener el balance

autoregeneracion-diferenciacion.

Los diferentes resultados obtenidos en los estudios llevados a cabo
hasta ahora ponen de manifiesto la enorme complejidad del mecanismo encargado de
dirigir el compromiso celular. Sin embargo, dentro de este “caos”, si queda claro que la
proteina Numb es fundamental en las decisiones de linaje durante el desarrollo de
multiples sistemas en diferentes organismos, necesitandose ain muchas mas

investigaciones que aclaren el como, cudndo y por qué de su participacion.

4.2.2. ENDOCITOSIS

La endocitosis hace referencia al trafico de moleculas dentro de la
célula a través de una serie de compartimentos vesiculares. Este proceso comienza con
una internalizacion, es decir, la inclusion de moleculas dentro de una vesicula, la cual
viajard hacia el endosoma y desde alli, esas molectlas seran transportadas bien al

lisosoma para su degradacion o bien de nuevo a la membrana.

Este proceso es un mecanismo necesario no solo para la inhibicion de
una determinada ruta de sefializacion, ya que degrada receptores, sino que también esa
internalizacion de un determinado receptor puede favorecer su translocacion al nticleo y
activar determinadas rutas, como es el caso de la sefializacion por Notch (véase mas

abajo).

Existe un tipo de endocitosis denominada dependiente de clatrina,
que suele ser fundamental en la internalizacion de receptores. En este proceso participa
una proteina adaptadora denominada AP-2, la cual es capaz de unirse a la membrana
plasmatica, a moléculas de clatrina y a secuencias de internalizacidon presentes en los

dominios intracelulares de receptores de membrana (Figura 16).
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AP-2

Clatrina

Dinamina

Receptor

Figura 16. Esquema de endocitosis dependiente de clatrina

Pero no siempre participa esta proteina, pues hay receptores que
sufren una internalizacion dependiente de clatrina, pero independiente de AP-2, son
receptores con secuencias de internalizacion de tipo FXNPXy, como LDLR y EGFR
[51].

Numb es una proteina adaptadora asociada con la internalizacion [53,
76] y/o degradacion [49] de varios receptores de membrana, entre ellos Notch y EGFR.
Puede mediar la internalizacion de estos receptores porque es una de las proteinas
adaptadoras poseedoras de dominio PTB y motivos DPF y NPF, capaces de unirse tanto
a la subunidad a-Adaptina del complejo AP-2 [77] como a dominios EH presentes en

Epsl5 [54].

Todas estas investigaciones parecen evidenciar la funcion de Numb
como proteina adaptadora participante en la regulacion de los niveles de expresion

superficial de determinados receptores.
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4.2.3. MODULACION NEGATIVA DE NOTCH

Como se ha mencionado anteriormente, Notch es una proteina
fundamental en el desarrollo normal de multiples tejidos y tipos celulares, ya que su

sefalizacion dirige en un sentido u otro el compromiso que adoptara una célula.

Su ruta de sefializacion comprende una serie de receptores (Notchl-
4), ligandos (Deltalike/Jagged), inhibidores y factores de transcripcion. La unidén de
Notch a sus ligandos inicia dos roturas proteoliticas del receptor : la primera, mediada
por ADAM, en la region extracelular y la segunda mediada por un complejo y-secretasa.
Asi, se libera un dominio intracelular de Notch que se transloca al nucleo y se une al
factor de transcripcion CSL, el cual pasa a ser activo, permitiendose la transcripcion de

genes diana como Hes-1.

Varios son los mecanismos de regulacion de esta ruta, destacando
Numb, la cual es capaz de unirse a la region intracelular de Notch a través de su region
PTB, mientras que por su extremo C-terminal se une a la ubiquitin-ligasa Itch,
promoviendo la ubiquitinizacién y degradacion del dominio IC-Notch [49] (Figura 17).
Se ha demostrado esta funcion moduladora negativa de Numb sobre Notch, durante la
division asimétrica en el desarrollo del sistema nervioso tanto en Drosophila como en

raton [65, 68].

DeltalLike1,3,4
aaaed1-2
II ADAM

& y-secretasa

Ubiquitinizacion Citoplasma
v Dearadaci '

Figura 17. Ruta de sernializacion de Notch e inhibicion por Numb
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Debido a su capacidad para unirse tanto a dominios de proteinas que
regulan la endocitosis, es el caso de los dominios a-Adaptina o EH de Eps15, como a
ubiquitin-ligasas E3, encargadas de degradar proteinas a través del proteosoma, se ha
propuesto otro mecanismo por el cual Numb participaria en la endocitosis mediada por
clatrina del receptor Notch y de ahi al endosoma o proteosoma [76] (Figura 18), pero
esta via de inhibicidén de Notch por parte de Numb parece no ser imprescindible, ya que
otros estudios han mostrado que la eliminacion de algunos de esos dominios de union a
proteinas endociticas o la inhibicion del proteosoma, no afecta a la funcion de Numb de

inhibir Notch [78].

Figura 18. Mecanismo de inhibicion de Notch por Numb dependiente de endocitosis

Por tanto, queda claro que Numb es capaz de especificar el
compromiso celular mediante la inhibicion de la proteina Notch, aunque queda sin
aclarar cual es el mecanismo: bien es a través de su capacidad de interaccionar con el
dominio intracelular de Notch, como muestran algunas investigaciones, o a través de su
participacion en endocitosis del receptor, como muestran otros estudios, o quizas sea a

través de ambas, utilizando una u otra via dependiendo del sistema.

32



Introduccion

4.2.4. ONCOSUPRESION

El posible papel de Numb como proteina oncosupresora quizas sea el

mas desconocido y el que actualmente estd empezando a investigarse.

Si se sabe que la pérdida de su actividad, debido a un exceso de
ubiquitinizacion y degradacion proteosomal, genera cancer mamario en humanos [79],
al provocar una senalizacién excesiva de Notch, ya que deja de estar controlado por
Numb. En este mismo estudio y en otro posterior [80] se muestra como la reexpresion
de nuevo de Numb en estos tumores normaliza los niveles de sefializacion por Notch y

el tumor revierte.

Asi mismo se ha descrito que Numb forma un complejo con el
supresor de tumor p53 y con la ubiquitin-ligasa MDM2, evitando la ubiquitinizacion y

degradacion de p53 [81, 82].

También se ha demostrado que mutaciones en Numb provoca tumores
en Drosophila [83] y que este tipo de tumores, neuroblastomas en este estudio, eran
capaces de colonizar otros organos. La causa de este tipo de tumores inducidos por
mutaciones en Numb parecian deberse a alteraciones en la polaridad durante la division

neuroblastica.

Asi mismo, esta proteina también estd implicada en proliferacion de
precursores tempranos en el sistema nervioso de raton, pues ratones en los que se han
deleccionado condicionalmente Numb y su homoélogo Numblike presentan niimeros
reducidos de precursores, y en consecuencia graves alteraciones en el desarrollo del
cerebro [84]. Esto se debe a que Numb y Numblike son esenciales controlando el
balance entre precursores versus células diferenciadas. De manera que en la célula hija
que hereda Numb estaria inhibido la sefializacion por Notch , favoreciendo su decision a
continuar siendo progenitora, mientras que en la que no hereda Numb, Notch ejerce su

funcién de favorecer el linaje de neurona, y en el caso de estos dobles mutantes se
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produce una proliferacion masiva de neuronas, al dejar de estar controlada la

sefalizacion por Notch [67].

Estos estudios parecen evidenciar el caracter supresor de tumores de
Numb, al controlar la ruta de una de las proteinas mas fuertemente implicadas en la

generacion de tumores, como es Notch [85].

4.3. NUMB EN EL SISTEMA INMUNE

Con respecto a la participacion de Numb en el sistema inmune, pocas son las

investigaciones realizadas hasta ahora.

Se comenz6 demostrando la expresion de Numb en linfocitos [55], para
posteriormente realizar experimentos de sobreexpresion de una de las isoformas de
Numb [86] y experimentos de deleccion condicional de Numb [87], ya que la deleccion
total es letal a nivel embrionario. Tanto en unos como en otros no se detectaron
alteraciones en el desarrollo linfocitico, aunque en el primer caso si se observd una
expresion reducida de los genes diana de Notch. Esta ausencia total de fenotipo puede
explicarse por el fenomeno de redundancia, es decir, probablemente otros homologos
como Numblike estén realizando la funcion de Numb. Asi mismo, otro grupo de
investigacion cred ratones dobles knockout Numb/Numblike, detectandose un leve

fenotipo de alteracion en el desarrollo de celulas T [88].

También se ha podido comprobar que Numb colocaliza con el complejo del
TCR en células T maduras, complejo del que también forma parte c-Cbl y ademas que

Notch, Numb y TCR se unen fisicamente durante la sinapsis inmunolégica [87].

Recientemente se ha descrito como los linfocitos T tras la sinapsis
inmunologica tienen la habilidad de dividirse asimétricamente, adoptando el
compromiso de célula efectora o memoria segun las moléculas que hereden y se ha

observado como Numb también se segrega asimétricamente durante esta division [89].
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Justificacion y Objetivos

La proteina adaptadora Numb es fundamental en los procesos de decision de linaje
durante el desarrollo de multiples sistemas, al actuar como un determinante intrinseco
de la division asimétrica, la cual, como se ha descrito anteriormente, es crucial durante
el desarrollo. Sin embargo, poco se sabe de su participacion durante el desarrollo
linfocitico y ain menos de su mas que posible papel como proteina oncosupresora en

algunos tipos de cancer.

Con objeto de intentar arrojar un poco mas de luz sobre la funcion de esta proteina
en el desarrollo de un sistema tan importante y fundamental para la supervivencia como
el inmune, asi como su probable funciéon como proteina supresora de tumores, los

objetivos de esta tesis fueron el estudio de:

* Papel de Numb en Division Asimétrica durante el desarrollo temprano de

timocitos, utilizando como modelo ratones que expresan un dominante negativo

de Numb y ratones que sobreexpresan la proteina Numb completa.

* Papel de Numb en Proliferacion y Senalizacion a través de pre-TCR en

timocitos tempranos.

» Papel de Numb en Proliferaciéon Oncogénica, usando como modelo experimental

una linea celular eritroleucémica.
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MATERIALES

1. RATONES Y EMBRIONES

Los ratones salvajes y transgénicos para un dominante negativo de Numb o con
sobreexpresion de Numb, bajo el promotor CD2, utilizados fueron C57BL/6, siendo
cedidos por la Dra. B. J. Fowlkes y creados por la Dra. Matilde Cafielles. Los ratones
Rag2 -/- fueron cedidos por la Dra. Cristina Herndndez L. de Munain. Los ratones

adultos utilizados tenian 4 semanas de edad y los fetos 15 dias.

2. LINEAS CELULARES

o K562 : linea eritroleucémica humana (leucemia mieloide crénica). Su
diferenciacion se ve afectada por Notch, el cual favorece la diferenciacion
megacariocitica frente a la eritroide. Fue generosamente cedida por el Dr. Javier Ledn

(Universidad de Cantabria).

®* OP9/OPYDLI1 : células estromales adherentes que expresan Delta-likel (un
ligando de Notch) y sobre las que se pueden cocultivar precursores hematopoyéticos (de
cordon umbilical, timo fetal, higado fetal), permitiendo la diferenciacion in vitro de
estas células. Fueron generosamente cedidas por el Dr. J.C. Zuhiga-Pfliicker

(Universidad de Toronto).

e 293T : linea renal humana modificada para expresar el antigeno SV40T,
permitiendo la réplica de los plasmidos que contienen el origen SV40. Se utilizaron
como células empaquetadoras en la produccion de vectores lentivirales. Fue
generosamente cedida por el Dr. Francisco Martin (IPBLN).

3. MEDIOS DE CULTIVO

Se utilizaron 3 tipos diferentes de medios dependiendo del tipo celular, asi para
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K562 fue usado medio RPMI, para 293 se usé medio DMEM alto en glucosa y para
OP9/0OP9DLI1 se us6 a-MEM (Gibco). Todos los medios se suplementaron con 10% de
suero fetal bovino (Gibco), previamente inactivado (56° durante 30 minutos) y 1% de
Penicilina-Estreptomicina (Gibco), 1% de Gentamicina (Gibco), 1% de Glutamina

(200mM Sigma).

Para la separacion de las células adherentes se utilizé Tripsina-EDTA (Gibco)

4. REACTIVOS PARA TIPAJE DE RATONES (DIGESTION Y PCR)

Los reactivos necesarios para la digestion de las muestras fueron :

NOMBRE FUENTE USO IDJONIN
Muestra de oreja ratones Extraccion de DNA -
Proteinquinasa K Amresco Digestion de muestra Img/ml
Cloruro sodico Amresco Componente bufer de digestion IM
SDS Sigma Componente bufer de digestion 10%
TrisHCI Amresco Componente bufer de digestion IM
EDTA pH=8 Amresco Componente bufer de digestion IM
Agua DEPC Gibco Completar volumen -

Los reactivos necesarios para la PCR del tipaje de las muestras fueron :

NOMBRE FUENTE USO DOSIS

Oreja digerida ratones Fuente de DNA 1,2pl/muestra
DNA polimerasa Biotools Sintesis de cadena de DNA  0,2ul/muestra
Bufer del enzima Biotools  Facilitar accion del enzima 3ul/muestra
Cloruro magnésico  Biotools Facilitar reaccion 1,2pl/muestra
dNTPs Bioron dexosirribonucleotidos 0,6pul/muestra
Oligos IPBLN  Union a secuencia especifica 20uM
Agua DEPC Gibco Completar volumen 22,72pl
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5. ANTICUERPOS UTILIZADOS EN CITOMETRIA

NOMBRE COLOR
CD25 FITC
CD4 FITC
CD8 FITC, PE, BIO
CD4 PE, BIO
CD11b PE
TCRB PE
TCRyd PE
CD3 PE
NK1.1 PE
B220 RE
CD44 CYC
Streptavidin APC
pre-TCR PURIFICADO
Bloqueo Fc  PURIFICADO
Ig Glx BIO
Mye BIO

ESPECIFICIDAD

raton
raton
raton
raton
raton
raton
raton
raton
raton
raton
raton
Anti-biotina
anti-pTo raton

anti-IgGlx

anti-myc tag humano

CLON FUENTE
7D4 BD Pharmingen
L3T4  BD Pharmingen
53-6.7 BD Pharmingen
RM4-5 BD Pharmingen
M1/70  BD Pharmingen
H57-597 BD Pharmingen
GL3 BD Pharmingen
145-2C11 BD Pharmingen
PK136 BD Pharmingen
RA3-6B2 BD Pharmingen
M7 BD Pharmingen

- eBioscience
2F5 BD Pharmingen
24G2  BD Pharmingen
A85-1  BD Pharmingen
9E10 Upstate

6. REACTIVOS PARA MEDIDA DE PROLIFERACION POR CITOMETRIA

NOMBRE FUENTE USoO IDIONIN
CFSE Sigma Marcaje membranal 10uM
BRdU Sigma Marcaje nuclear 100ug/ml
Anti-BrdU-FITC  BD Pharmingen Citometria 20pl
Solucion de lisis BD Bioscience Lisis celular Ix
Paraformaldehido Panreac Fijacion celular 1%
Nonidet-NP40 Sigma Detergente anionico 0,05%
DNasa | Sigma Digestion del ADN S50KU
IL-7 R&D System Cocultivo OP9-timocitos Sng/ml
PBS Amresco Lavado celular Ix
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7. REACTIVOS PARA MEDIDA DE APOPTOSIS

NOMBRE FUENTE USo DOSIS
AnnexinV-FITC BD Pharmingen =~ Marcaje membranal Sul
Bufer de union BD Pharmingen Facilitar union 1x

8. REACTIVOS PARA CONGELACION DE TIMOS FETALES

NOMBRE FUENTE UsSo IDIONIN
Paraformaldehido Panreac Fijacion de tejido 4%
Solucién de sucrosa Sigma Fijacion de tejido 20%
Compuesto O.C.T. Tissue Tek Congelacion de tejido -
2-Metilbutano Sigma Congelacion de tejido -
PBS Amresco Lavado 1x
Criomolde Tissue Tek Molde de congelacion -
Hielo seco IPBLN Congelacion de tejido -

9. REACTIVOS PARA MICROSCOPIA CONFOCAL

NOMBRE FUENTE DOSIS
Paraformaldehido Panreac 4%
TritonX-100 Sigma 0,2%
Cloruro amoénico Sigma 50mM
NGS Invitrogen 5%
PBS Amresco Ix
BSA Sigma 3%
Medio de Montaje Molecular Probes -
Anti-conejo-Ubiquitina Sigma 1:50
Anti-raton-Ubiquitina Biomol 1:500
Numb policlonal Santa Cruz Bio. 1:100
Anti-ratén-c-Cbl Santa Cruz Bio. 1:50
Anti-raton-pTa BD Pharmingen 1:100
Anti-Myc (9.E10)-Alexa-555 Upstate 1:50
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Conejo-Ig G Jackson & Immunoresearch. 1:10
Rata-Ig G Jackson & Immunoresearch 1:10
Hamster-Ig G Jackson & Immunoresearch 1.10
Bloqueo de Fc BD. Pharmingen 1:100
Anti-conejo-Ig G-Alexa-647 Molecular Probes 1:100
Anti-conejo-Ig G-Alexa-488 Molecular Probes 1:50
Anti-raton-Ig G-Alexa-488 Molecular Probes 1:50
Anti-raton-Ig G-Alexa-555 Molecular Probes 1:50
Anti-raton-CD25-AlexaS55 Pharmingen/Molecular Probes 1:20
TOPRO-3 iodide Molecular Probes 1:500
Anti-raton-TCRB-Alexa555 Pharmingen/Molecular Probes 1:20
Kit de marcaje Alexa-555 Molecular Probes -

10. VECTORES PLAMIDICOS

® p-GEM-T (Promega): Vector de clonaje que posee residuos de desoxitimidina
en los extremos 3’. Disefiado para el subclonado y secuenciacion de fragmentos de

DNA amplificados por PCR.

® p-CEFL : Vector de expresion bajo el promotor EF-1. Posee el gen Neo que le
confiere resistencia al antibiotico Geneticina. Generosamente cedido por el Dr. Javier

Leon, Universidad de Cantabria.

® pCEFL-PTB : Vector de expresion que contiene la region PTB de la proteina
Numb, junto con una myc-tag para permitir su deteccion. Fue creado para esta tesis y
utilizado para su expresion en células K562.
11. VECTORES LENTIVIRALES

A continuacion se indican los vectores lentivirales utilizados en los experimentos

de lineas celulares y que fueron realizados en colaboracion con el Dr. Miguel Toscano y
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el Dr. Francisco Martin, ambos del Inst. Parasitologia “Lopez-Neyra” .

® L-dnNb : Vector Lentiviral que expresa el dominio PTB de la proteina Numb,

bajo el promotor SFFV. Asi como una secuencia de Myc para su deteccion.

® L-SE : Vector Lentiviral que expresa GFP, bajo el promotor SFFV. Fue

utilizado como control.

Los reactivos usados para la construccion de los vectores lentivirales, asi como

para el vector plasmidico pCEFL-PTB fueron :

NOMBRE FUENTE USoO
PGEM-T easy vector Promega Vector de clonaje
Notl, BamHI, Xbal, ECORI NE Biolabs Enzimas de restriccion

Medio LB Pronadisa Crecimiento de bacterias
Ampicilina Sigma Antibidtico

Medio SOC Invitrogen Crecimiento de bacterias

Minipreps Kit Invitrogen Obtencion de DNA plasmidico
Gel Extraction Kit Invitrogen  Extraccion DNA de gel de agarosa

12. REACTIVOS OBTENCION DE PARTICULAS VIRALES

NOMBRE FUENTE UsSo
Lipofectamina 2000 Invitrogen Transfeccion
Optimem Gibco Favorecer la transfeccion
Células 293T Dr. Francisco Martin Células empaquetadoras
pCMVDRS8.91 Dr. Francisco Martin Plasmido empaquetador
pMD.G Dr. Francisco Martin ~ Plasmido creador de la envuelta
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13. REACTIVOS TRANSFECCION / SELECCION CON ANTIBIOTICOS

NOMBRE FUENTE USoO IDIONIN
Jetpei Invitrogen Transfeccion 6ul
Cloruro sodico Amresco Favorecer la transfeccion 100ul
Geneticina Gibco Antibiotico de seleccion 200ug/ml

14. RT-PCR Y PCR SEMICUANTITATIVA

NOMBRE FUENTE USO

Rneasy kit Qiagen Extraccion de RNA
I Script cDNA Synthesis Biorad RT-PCR
SYBR Green Supermix Biorad Real-Time PCR

15. REACTIVOS PARA WESTERN-BLOT

NOMBRE FUENTE USoO
Bufer Lisis Celular-NP40 Invitrogen Lisar células
PMSF Roche Inhibidor de proteasas
Aprotinina y Leupeptina Sigma Inhibidores de proteasas
Nupage 4-12%Bis-Tris Gel Invitrogen geles
Nupage LDS simple Buffer Invitrogen Bufer de carga
Nupage Mes SDS Running Buffer Invitrogen Bufer de Electroforesis
Nupage Transfer Buffer Invitrogen Bufer de Transferencia
Seeblue Plus 2 Invitrogen MarcadorPesoMolecular
PBS-Tween Amresco Lavados de membrana
Leche desnatada Nestlé Bloqueo de la membrana
Myc (9.E10) Upstate 1:2000
Anti-raton Ig G HRP Abcam 1:2000
Actina Santa Cruz 1:500
Anti-cabra Ig G-HRP Abcam 1:5000
Immun-Star HRP Peroxide Buffer Biorad Reactivo de revelado
Immun-StarHRP Luminol/Enhancer Biorad Reactivo de revelado
Amersham Hyperfilm ECL GE Healthcare  Peliculas de revelado
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METODOS

2.1. EXPERIMENTOS CON RATONES

1. CREACION DE RATONES DNNUMB TG Y NUMB TG

Fueron creados por la Dra. Matilde Cafielles por subclonaje de una forma
dominante negativa de Numb en el vector p29A2 (Sal-). El ADN transgénico
linealizado fue inyectado en oocitos C57BL/6. El mismo proceso fue repetido para la
obtencion de los ratones con sobreexpresion de Numb completa. Los animales fueron
sacrificados a las 2-8 semanas para su analisis. El genotipado de los ratones dnNumb y

Numb se realizé por PCR, a partir de muestras de oreja, usando los oligos siguientes:

Forward: 5> AACAAACTACGGCAAAGCTTCAGG 3’
Reverse: 5> CTTCTCCCGCTTCTGTTTACGCTC 3’

2. TIPAJE DE RATONES

Previo al tipaje se procedio a la digestion de las muestras de oreja tomadas de los
ratones. Para ello, cada muestra fue incubada en un bufer de digestion (volumen 50pul)
que contenia proteinquinasa K durante 2 horas a 55° C y en agitacion en un Termoblot a

1300 rpm. Transcurrido ese periodo, el volumen era completado hasta 450ul con agua
DEPC (Gibco).

Posteriormente se realizaban las PCR de tipaje. El volumen de reaccion era de
30ul, el cual contenia muestra digerida, oligos (descritos en apartado anterior), DNTPs,

Cloruro magnésico, bufer de la enzimay DNA polimerasa.

El programa de PCR utilizado fué :
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95° 1 minuto
95° 30 segundos
61° 1 minuto
72° 1:30 minutos
72° 7 minutos

Las muestras amplificadas eran cargadas en un gel de agarosa 1°8%,
visualizandose en los ratones transgénicos una banda de 600 pb correspondiente al

dominio PTB de Numb.

3. CITOMETRIA DE FLUJO PARA ESTUDIO DE RATONES DNNUMB TG
Y NUMB TG

Para estos experimentos se usaron ratones WT y dnNumb TG de 4 semanas de
edad o ratones Numb TG de 6 semanas de edad. Una vez extraidos los timos, €stos
fueron disgregados, obteniéndose los timoncitos, que fueron lavados con PBS. A
continuacion se marcaron con los anticuerpos adecuados (véase Materiales) y se

midieron en un FACs Calibur (Becton Dickinson).

En el caso de tinciones intracelulares, se siguié el mismo protocolo pero se
utilizd el kit Cytofix/Cytoperm (Becton Dickinson) para la permeabilizacion de la

membrana.

Los resultados fueron analizados con el programa FlowJo.

4. WESTERN-BLOT PARA DETECCION DE LA ISOFORMA
SOBREEXPRESADA DE NUMB EN RATONES NUMB TG Y DEL
DOMINANTE NEGATIVO EN LA SUBPOBLACION DN EN RATONES
DNNUMB TG

1 x 107 timocitos de ratones Numb TG fueron lisados por incubacion, en 150ul

de una solucién de lisis con inhibidores de proteasas, durante 30 minutos en hielo. A
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continuacion se centrifugaron a 14000 rpm durante 10 minutos.

Para la deteccion del dominante negativo en la subpoblacion DN en
ratones dnNumb TG se siguid el procedimiento anterior, pero en esta ocasion, se

aislaron timocitos fetales.

1 x 10° timocitos lisados fueron cargados en un gel del 4-12%. Tras la
separacion electroforética y la transferencia a membrana, ésta fue bloqueada con una
solucién que contenia leche en polvo y PBS-Tween durante 1 hora en agitacion. A
continuacion y tras tres lavados de 10 minutos cada uno, la membrana se incub6 toda la
noche con el anticuerpo primario monoclonal c-myec, el cual nos permitira detectar tanto
la expresion de la isoforma sobreexpresada como el dominante negativo, ya que ambos
llevaban la secuencia myc-tag en su estructura. Posteriormente se volvieron a realizar
tres lavados de 10 minutos y se incub6 la membrana 30 minutos con el anticuerpo

secundario para myc.

Transcurrido ese tiempo, a las membranas se les afiadieron los reactivos de
revelado y se pudo detectar la expresion de la isoforma en los ratones Numb TG y la
expresion del dominante negativo en la subpoblacion DN en ratones dnNumb TG frente

a la no expresion en los ratones WT.
5. PROLIFERACION Y COCULTIVO SOBRE OP9/0P9DL-1
Previamente hubo que poner a punto dos técnicas proliferativas :

1. Incorporacion de bromodeoxiuridina (BrdU), analogo de la timina. La

célula en division lo incorpora en su DNA; detectdindose después por un anticuerpo
monoclonal fluorescente contra BrdU y midiéndose por citometria de flujo. Para la

puesta a punto del protocolo y tiempos de incubacion se uso6 la linea celular K562.

2. Medida de proliferacion por CFSE., el cuil se acopla a proteinas

intracelulares y de membrana; cuando la célula se divide, el CFSE se divide por igual
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entre las dos células hijas, que seran menos fluorescentes que las parentales. Es mas

sensible, y para ponerla a punto se usaron K562 y citometria de flujo.

Para estos experimentos se usaron fetos WT y fetos dnNumb de 15 dias de edad.
Estos timocitos fetales fueron incubados con CFSE durante 15 minutos a 37°C, siendo
posteriormente incubados con FBS durante 1 minuto. A continuacion fueron lavados
con PBS dos veces antes de cultivarlos sobre una monocapa (2x10* células en placa de
24 pocillos) de OP9 y OP9DL durante 6 dias a 37°C y 5% CO, y en presencia de 5

ng/ml de IL-7. Todos los cocultivos fueron mantenidos en medio a-MEM.

6. MEDIDA DE EXPRESION DE PRE-TCR

Se utilizaron tanto ratones WT y dnNumb TG de 4 semanas como fetos de 15
dias de edad. Los timocitos se marcaron con los anticuerpos indicados por la casa

comercial (BD) y midiéndose por FACs.
7. MEDIDA DE APOPTOSIS

Varios son los cambios a nivel de la membrana celular que se producen durante
la apoptosis temprana. Uno de ellos consiste en la translocacion de los fosfolipidos del
interior al exterior de la membrana plasmatica, como le ocurre a la fosfatidilserina. La
Anexina—V permite detectar a nivel de la membrana la apoptosis temprana debido a su

afinidad por fosfatidilserina.

Para medida de apoptosis, 1x10° timocitos de ratones WT y TG fueron
incubados con 5ul de AnnexinV-FITC y 100ul de bufer de union durante 15 minutos a
25°Cy en oscuridad. A continuacion se midié por FACs.

8. ANALISIS DE EXPRESION DE ARNm

El ARN total fue extraido con Rnasy kit y transformado en cDNA con I Script
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cDNA Sintesis. La amplificacion del cDNA fue analizado semicuantitativamente por
incorporacién de SYBR Green a la doble cadena de DNA. El volumen de reaccion de la
PCR fue de 25ul, incluyendo lug de cDNA, 20uM de cada oligo y SYBR Green

Supermix.
Los valores estan expresados en unidades arbitrarias relativas después de la
normalizacion con el gen de referencia enddgeno (/8S). Se realizaron duplicados para

todas las muestras.

El programa de PCR utilizado fue:

95° 3 minutos
95° 30 segundos
61° 30 segundos
72° 45 segundos
72° 1 minuto

Los oligos utilizados fueron :

18S Forward : 5°- CGGCTACCACATCCAAGGAA -3’
18§ Reverse : 5’- GCTGGAATTACCGCGGCT -3’
HesI Forward : 5’- GCCAGTGTCAACACGACACCGG -3’

Hesl Reverse : 5°- TCACCTCGTTCATGCACTCG -3’

9. CONGELACION DE TIMOS FETALES
Timos fetales de ratones WT, dnNumb TG y Numb TG o timos adultos de

ratones Rag 2-/- fueron fijados con una solucién de Paraformaldehido al 4% en PBS,

siendo posteriormente lavadas con PBS y tratadas con una solucion de sucrosa al 20%.
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A continuacién y tras dos nuevos lavados en PBS, las secciones fueron inmersas

en el compuesto O.C.T. y congeladas usando una mezcla de 2-metilbutano e hielo seco.

10. INMUNOFLUORESCENCIA Y MICROSCOPIA CONFOCAL

Secciones de 10 um fueron obtenidas con un criostato. Estas secciones fueron
fijadas con paraformaldehido 4% durante 15 minutos a temperatura ambiente, lavadas 2
veces con PBS y permeabilizadas por incubacion durante 1 hora a temperatura ambiente
con una solucion que contenia Triton-X100, BSA, NGS y PBS. A continuacion, tras ser
lavadas de nuevo 3 veces con PBS se incubaron con los anticuerpos primarios
correspondientes toda la noche a 4°C. Posteriormente fueron lavadas e incubadas con
los anticuerpos secundarios adecuados durante 1 hora y media a temperatura ambiente.
Al tratarse de tinciones dobles, se incubaron con los anticuerpos de bloqueo
correspondientes (véase Materiales) y se volvieron a incubar con el segundo anticuerpo
primario durante 4 horas a 4°C y después con los segundos anticuerpos secundarios
correspondientes 1 hora y media. Por ultimo las secciones fueron tratadas con el medio
de montaje adecuado, manteniéndose en drierita toda la noche a temperatura ambiente y

selladas y congeladas a -20°C.

Las tinciones fueron visualizadas con un microscopio confocal Leica TCS SP5.
Todas las imagenes poseen una resolucion de 1024 x 1024 pixels y con un objetivo 63x.
Las imagenes .lif fueron convertidas en .tiff y las figuras fueron preparadas con el
programa Adobe Photoshop 7.0. En algunas figuras el contraste fue aumentado para
facilitar su visualizacién. Cuando esto fue realizado, todas las imagenes fueron tratadas

por igual.
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2.2 EXPERIMENTOS CON LINEAS CELULARES

1. CONSTRUCCION DEL VECTOR pCEFL-PTB Y DEL LENTIVIRAL
DNNB

El PTB de Numb fue amplificado a partir del plasmido p-EF-Numb por PCR

utilizando los siguientes oligos y adicionando un Myc-tag :

Forward: >CCGGATCCCACCATGGAACAAAAACTTATTTCTGAAGA
AGATCTGAACAAACTACGGCAAAGCTTCAGG-¥
Reverse:5’CGCGCGGCCGCCTACTACTACTTCTCCCGCTTCTGTTTA
CGCTC -3’

Tras chequear los fragmentos de PCR en agarosa 1%, el fragmento fue clonado
en pGEM-T easy vector. Varios clones fueron seleccionados y secuenciados para
verificar la secuencia. A continuacion, el PTB de Numb fue extraido del vector pPGEM-

T por digestion BamHI-Notl y ligado directamente :

a) con el vector lentiviral pHR’SINcppt por extremos cohesivos. El vector

lentiviral fue previamente digerido con BamHI-Notl y tratado con CIP.

b) con el vector pCEFL, previamente digerido con BamHI y Notl.

Las digestiones se realizaron a 37°C durante 2 horas.

2. TRANSFECCION DE K562 CON EL VECTOR pCEFL-PTB Y
OBTENCION DE CLONES ESTABLES

5x10* células fueron cultivadas en placas de 24 pocillos. 3pg del vector pCEFL-

PTB y 6ul de Jetpei fueron mezclados con 50ul de cloruro sédico cada uno. A

continuacion se mezclaron todos los componentes y se incubaron durante 30 minutos.
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Transcurrido ese tiempo la mezcla fue afiadida a las células. El mismo

procedimiento se siguio para la transfeccion con el vector vacio pCEFL.

Tras 72 horas de incubacion, el antibidtico de seleccion, Geneticina, se anadio a

las células y se dejaron crecer durante una semana.

Para la obtencioén de clones estables de células con el vector vacio (pCEFL) y
con el dominante negativo (pCEFL-PTB) se realiz6 una dilucion limite en placas de 96
pocillos. Tras 20 dias de incubacién empezaron a obtenerse clones estables. En concreto

se aislaron 4 clones estables de cada tipo celular.

3. DETECCION DE LA EXPRESION DEL DOMINANTE NEGATIVO EN
LOS CLONES ESTABLES POR WESTERN-BLOT

10 x 107 células de cada clon fueron lisadas por incubacion, en 150l de una
solucion de lisis con inhibidores de proteasas, durante 30 minutos en hielo. A
continuacién se centrifugaron a 14000 rpm durante 10 minutos. El sobrenadante fue

congelado a -80°C.

1 x 10° células lisadas de cada clon fueron cargadas en un gel del 4-12%. Tras la
separacion electroforética y la transferencia a membrana, ésta fue bloqueada con una

solucion que contenia leche en polvo y PBS-Tween durante 1 hora en agitacion.

A continuacion y tras tres lavados de 10 minutos cada uno, la membrana se
incubd toda la noche con el anticuerpo primario monoclonal c-myc, el cual nos
permitira detectar la expresion del dominante negativo ya que éste llevaba la secuencia
myc-tag en su estructura. Posteriormente se volvieron a realizar tres lavados de 10

minutos y se incub6 la membrana 30 minutos con el anticuerpo secundario para myc.

Transcurrido ese tiempo, a la membrana se le afadieron los reactivos de
revelado y se pudo detectar la expresion del dominante negativo en los 4 clones pCEFL-

PTB frente a la no expresion en los clones control vacio pCEFL.
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A continuacion se repitié el mismo proceso pero para el anticuerpo actina, el

cual fue utilizado como control de carga.
4. PROLIFERACION EN LOS CLONES ESTABLES pCEFL-PTB

50 x 10* células fueron cultivadas en placas de 24 pocillos junto con 100mg/ml
de BrdU. A las 24 horas se recogieron, se lavaron con PBS y se incubaron 15 minutos a

25°C con solucion de lisis.

Después se incubaron las células con una solucion fijadora que contenia
paraformaldehido y NP-40 durante 30 minutos a 4°C. Tras un lavado con PBS se afiadid
DNasa I, manteniéndose 30 minutos a 37°C. Por ultimo se incub6 con una solucién que
contenia anti-BRAU-FITC, FBS y NP-40 durante 45 minutos. Se lavaron dos veces y se

midieron en FACs.

5. OBTENCION DE PARTICULAS VIRALES

Células 293T empaquetadoras fueron transfectadas con tres plasmidos
(pCMVDR&8.91, pMD.G and SE or dnNb) usando Lipofectamina 2000 (Invitrogen). El
plasmido empaquetador pCMVDRS8.91 codifica para gag, pol, tat y rev, el plasmido
pMD.G codifica la glicoproteina G del virus de la estomatitis vesicular. Dos dias
después de la transfeccion, los sobrenadantes, poseedores de las particulas virales

fueron recogidos, filtrados (0,22um) y congelados a -80 °C hasta su uso.
6. TRANSDUCCION DE K562 CON LENTIVIRAL DNNB

20x10* células fueron cultivadas en placas de 24 pocillos junto con distintas

dosis del vector lentiviral dnNb. Se incubaron a 37°C y 5% de CO; durante 5 dias.

Posteriormente se recogieron y se incubd con 250ul de Cytopfix/Cytoperm
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durante 15 minutos. Tras lavado con PBS se incub6 25 minutos con anti-myc-Biotin. A
continuacion se realizd6 un nuevo lavado con PBS y una nueva incubacion con

Streptavidin-APC. Se midio la eficiencia de la transduccion por FACs.
7. PROLIFERACION EN K562 INFECTADAS CON LENTIVIRAL DNNB

30 x 10" células fueron cultivadas en placas de 24 pocillos junto con 100mg/ml
de BrdU. A las 24 horas se recogieron, se lavaron con PBS y se incubaron 15 minutos a

25°C con solucidn de lisis.

Después se incubaron las células con una solucion fijadora que contenia
paraformaldehido y NP-40 durante 30 minutos a 4°C. Tras un lavado con PBS se afiadié
DNasa I, manteniéndose 30 minutos a 37°C. Por ultimo se incubd con una solucion que
contenia anti-BRdU-FITC, FBS y NP-40 durante 45 minutos. Se lavaron dos veces y se

midieron en FACs.
8. ANALISIS DE EXPRESION DE ARNm

Se realizd como se describe en el apartado 8. de métodos en ratones.

Los oligos utilizados fueron :

18S Forward : 5’- ATGGTGACCACGGGTGACG -3’
18S Reverse : 5°- TTATTCCTAGCTGCGGTATCC -3’
Hes! Forward : 5’- GGTGCTGATAACAGCGGAAT -3’
Hesl Reverse : 5’- TGAGCAAGTGCTGAGGGTTT -3’
Myc Forward : 5’- TACCCTCTCAACGACAGCAG -3’
Myc Reverse : 5°- TCTTGACATTCTCCTCGGTG -3’
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1. PAPEL DE NUMB EN DIVISION ASIMETRICA :
LOCALIZACION DE NUMB DURANTE LA PROLIFERACION DE
TIMOCITOS FETALES

La division asimétrica es clave durante el desarrollo de multiples sistemas pues
gracias a este proceso las células son capaces de mantener el equilibrio entre auto-

regeneracion y diferenciacion.

Hasta ahora este proceso ha sido ampliamente estudiado en Drosophila, asi como
en raton, principal modelo de estudio para mamiferos, donde el andlisis de este tipo de

divisién se ha centrado en el sistema nervioso.

Dado que el sistema inmune es fundamental para la supervivencia de cualquier
individuo y un buen desarrollo de las células que lo constituyen es necesario para su
correcto funcionamiento, quisimos analizar si durante el desarrollo temprano de
timocitos también tenia lugar el proceso de division asimétrica y si uno de los
principales determinantes intrinsecos de este tipo de division, la proteina Numb, seguia

el mismo patron de distribucion que ya habia sido descrito en el sistema nervioso.

Para llevar a cabo este analisis necesitabamos timocitos en etapas tempranas del
desarrollo, es decir, en estadio doble negativo y como esta poblacion es muy escasa en
el timo adulto de ratdn, utilizamos timos fetales en el dia 14-15 del desarrollo, momento
en el que los timocitos DN constituyen un 80% (Figura 19A), predominando
fundamentalmente la poblacion DN3, la principal subpoblacion proliferante, lo cual
pudo ser comprobado mediante inmunofluorescencia en una seccion de timo fetal, con

los marcadores de las subpoblaciones DN : CD25 y CD44 (Figura 19B).
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: CD25-CD44+
: CD25+CD44
CD25+CD44-
: CD25-CD44-

CDS

CD4

Figura 19. Distribucion de las poblaciones linfociticas en un timo fetal. (A) Anilisis por
citometria de flujo de las poblaciones timociticas de un timo fetal de E14-15 tefiido con CD4 y CD8. (B)
Imagen por confocal de una seccion de un timo fetal tefiido con CD25 y CD44. Los datos son
representativos de tres experimentos diferentes.

1.1. Numb es segregada asimétricamente durante la proliferacion de

timocitos.

Una vez comprobado que la utilizacidon de secciones de timo fetal es valida para
este tipo de estudio, comenzamos con el andlisis de la division asimétrica y la
localizacion de la proteina Numb. Para ello se us6 un marcador de DNA llamado
TOPRO, que nos permitiria detectar las distintas fases de la mitosis, un anticuerpo
marcador de Numb que reconoce el dominio C-terminal de la proteina y un marcador de
CD25, el cual detectaria no s6lo a las células de interés, las DN3, sino también la

membrana de cada célula, facilitando asi la visualizacion de la division.

El resultado obtenido fue la deteccion de células tanto en interfase como en las
diferentes etapas del proceso de mitosis (Figura 20). Con respecto a la localizacion de
la proteina Numb, ¢ésta varia seglin la etapa de division. Asi, en interfase se observd un
43% de células donde Numb estaba polarizado y un 56% donde podia visualizarse
situado por toda la célula; en profase y metafase, alrededor de un 93% de las células
tenian a Numb polarizado; en anafase, la localizacion de Numb varia, dejando de estar
polarizada y repartiéndose por la membrana y por el citoplasma; y en telofase, solo en el

30% de las células Numb era heredada por una de las dos células hijas.
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Figura 20. Division asimétrica en timo fetal normal. Imagenes por confocal de timocitos
fetales en las distintas fases mitdticas y tefiidas con CD25 (rojo), Numb (verde) y TOPRO (azul).
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N° SECCIONES DE TIMO FETAL ANALIZADAS =12
N° INTERFASES TOTALES =30
% Numb Polarizado (n°células) | % Numb No Polarizado (n°células)
43% (13) 56% (17)
N° METAFASES TOTALES =40

% Asimétricas (n°células) % Simetricas (n°células)
92,5% (37) 7,5% (3)
N° TELOFASES TOTALES= 20
% Asimétricas (n°células) % Simétricas (n°células)
30% (6) 70% (14)

Tabla I11. Andlisis numérico de la distribucion de Numb durante la mitosis

Lo que muestran estos resultados es que durante el desarrollo de los timocitos
hay segregacion asimétrica de Numb en un porcentaje de ellos. Esto coincide con lo
observado por varios grupos de investigacion durante el desarrollo del sistema nervioso
de raton [65, 90], donde Numb es heredada por una de las células hijas no en la
totalidad de ellas sino en un porcentaje variable. Esto indica que durante el desarrollo
temprano de timocitos debe existir un equilibrio entre el nimero de células que deben
seguir proliferando, las que heredarian Numb, y otras que deben diferenciarse, las que

no heredarian Numb, permitiéndose asi un correcto desarrollo del timo a nivel fetal.

1.2. El pre-TCR es segregado de forma simétrica durante la division en

timocitos.

Durante el estadio DN3 comienza la sefalizacion por pre-TCR, iniciandose los
procesos proliferativos y de diferenciacion. Para estudiar la localizacion del pre-TCR
durante la division celular se realizé una tincion CD25, TOPRO y pTa, observandose,
ademas del patrén caracteristico de tincion del pre-TCR en clusters en membrana, que
ambas células hijas lo heredan (Figura 21). Previamente se realiz6 una tincion control
para el anticuerpo pre-TCR en timo adulto de un raton WT (véase Fig.S1 en apartado

Publicaciones).
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CD25 pre-TCR DNA Merge

Figura 21. Distribucion simétrica del pre-TCR durante la division de timocitos.Imagen
por confocal de dos timocitos fetales en telofase tefiidos con TOPRO (azul), pre-TCR (verde) y CD25
(rojo); Las imagenes son representativas de al menos tres experimentos diferentes.

Telofase

El que observaramos a Numb polarizado en un porcentaje de células ya en
interfase, y el hecho de que se haya demostrado que Numb se asocia con el complejo
del TCR, nos hizo preguntarnos si esa polarizacion estaba relacionada con el comienzo
de la senalizacion por pre-TCR. Tras realizar la tincion correspondiente pudimos

comprobar que el pre-TCR también se polariza en las etapas tempranas de la mitosis
pre-TCR Numb Merge

(Figura 22).
DNA

Figura 22. Polarizacion del pre-TCR en etapas tempranas de la mitosis. Tmagen por
confocal de un timocito tefiido con TOPRO (azul), pre-TCR (rojo) y Numb (verde). Las imagenes son
representativas de al menos tres experimentos diferentes.

Si, como todos los estudios parecen indicar, la segregacion asimétrica de Numb
es necesaria para una correcta diferenciacion, aquellas mutaciones que alteren la
diferenciacion alterardn también la distribucion de Numb. Para demostrar esta hipotesis
analizamos la distribucion de Numb en ratones Rag2-/- (Figura 23), los cuales se
caracterizan por ausencia de pre-TCR al no producirse los reordenamientos necesarios

para su sintesis, provocandose un bloqueo en la diferenciacion de los timocitos [91].
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Comprobamos como la polarizacion de Numb desaparecia en todas las fases de
la mitosis, demostrandose la importancia de una correcta distribucion de Numb para que

tenga lugar un adecuado equilibrio proliferacion versus diferenciacion.

CD25 Numb Merge

o . . . .
e . . . .
- . . - .
e . . . .

Figura 23. Alteracion de la distribucion de Numb en ratones Rag2-/-. Imégenes por
confocal de timocitos fetales de ratones Rag2-/- en las distintas etapas de mitosis y tefiidos con TOPRO
(azul), CD25 (rojo) y Numb (verde). Las imagenes son representativas al menos tres experimentos
diferentes.

Los resultados obtenidos aportan nuevos datos, hasta ahora desconocidos a nivel
timico, revelando que Numb es distribuido asimétrica y simétricamente durante el
desarrollo de los timocitos, permitiéndose asi un equilibrio proliferacion versus
diferenciacion imprescindible para el correcto desarrollo del timo. Ademas, también por
primera vez, se ha visualizado la segregacion simétrica del pre-TCR y se ha podido
establecer una relacion entre polarizacion de Numb y comienzo de la sefializacion por

pre-TCR.
El siguiente paso que nos planteamos fue estudiar si alteraciones en los niveles
de expresion de Numb afectaban a esta division asimétrica, y por consiguiente a la

sefalizacion por pre-TCR en el estadio temprano de desarrollo de timocitos.
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2. EFECTO DE LAS ALTERACIONES DE LOS NIVELES
FUNCIONALES DE NUMB SOBRE EL DESARROLLO
TEMPRANO DEL TIMO:

Para abordar el posible efecto que una alteracion en los niveles de la proteina
Numb podria provocar durante el desarrollo temprano de los timocitos, utilizamos dos
estrategias de estudio: por un lado, quisimos analizar que fenotipo resulta en ratones
transgénicos que sobreexpresan una de las isoformas de Numb y por otro lado, analizar

el fenotipo provocado por la expresion de un dominante negativo de Numb.

Con objeto de limitar nuestra area de estudio al desarrollo linfocitico, se utilizé el
promotor CD2 humano, el cual es expresado desde progenitores tempranos de linfocitos
T hasta la periferia, permitiendo dirigir la expresion de genes de forma tejido-especifica

[92].

2.1. SOBREEXPRESION DE NUMB

La estrategia de sobreexpresar una determinada proteina de forma constitutiva ha
sido ampliamente utilizada para estudios de ganancia de funcion. Asi, en nuestro
laboratorio, disponiamos de una linea de ratones que sobreexpresaban la isoforma p71
de la proteina Numb (Numb TG), por lo que tras analizar el fenotipo se estudio como la

sobreexpresion de Numb podria afectar al proceso de division asimétrica en el timo.

2.1.1. La sobreexpresion de Numb provoca un aumento de la

celularidad de las poblaciones celulares del timo.

Tras comprobar mediante western-blot, usando un anticuerpo anti-Myc, que
estos ratones Numb TG sobreexpresaban la proteina (Figura 24A), se procedio a

analizar las distintas poblaciones celulares del timo de estos ratones (Figura 24C-D).
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Figura 24. Expresion Numb p71 y Celularidad aumentada en ratones Numb TG. (A)
Analisis por western-blot, usando un anti-Myc, de la expresion en timocitos de Numb p71 en WT 'y
Numb TG; (B) Fotografia de un timo WT y Numb TG; (C) Analisis por citometria de las distintas
poblaciones timicas, tifiendo con CD4 y CD8; (D) Representacion en barras del numero total de
timocitos y subpoblaciones timicas DN, DP, SP en WT (negro) y Numb TG (gris); En (C) se
representan porcentajes y en (D) se representan la media +/- SD. Para la comparacion estadistica se us6
el test t-Student, siendo consideradas las diferencias significativas si p<0,05. Los datos son
representativos de tres experimentos independientes.

Como resultado de la sobreexpresion de Numb, estos ratones presentaban un
timo de tamafio mayor (Figura 24B) y aumento en la celularidad total, nimero de DP,

CD4SP y CDSSP.

2.1.2. La sobreexpresion de Numb provoca alteracion en el proceso

de division asimétrica.

Cuando procedimos a analizar la distribucion de Numb durante la division de
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timocitos DN3 en estos ratones Numb TG, el resultado que se encontré fue una

alteracion de esa localizacion de Numb.

Numb era distribuida simétricamente en metafase, anafase y telofase, siendo

heredada por ambas células hijas (Figura 25).

CD25 Numhb Mergoe
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Figura 25. Alteracion de la division asimétrica en ratones Numb TG.
Imagenes por confocal de timocitos fetales de ratones Numb TG en metafase, anafase y telofase tefiidos
con TOPRO (azul), CD25 (rojo) y Numb (verde). Las imdgenes son representativas al menos tres
experimentos diferentes.

N° SECCIONES DE TIMO FETAL ANALIZADAS =8
N° METAFASES TOTALES =21

% Asimétricas (n°células) % Simetricas (n°células)
0% (0) 100% (21)
N° TELOFASES TOTALES= 34
% Asimétricas (n°células) % Simétricas (n°células)
0% (0) 100% (34)

Tabla IV. Analisis numérico de la distribucion de Numb durante la mitosis en ratones

Numb TG.
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Estos datos indicaban que la acumulacion excesiva de la proteina Numb en el
citoplasma parece alterar los mecanismos que controlan la distribucion asimétrica de
¢ésta, siendo heredada por ambas células. Asi mismo, estos datos mostraban la
importancia de una correcta regulacion de los niveles de Numb para que pueda tener

lugar una adecuada division asimétrica.

El siguiente paso fue comprobar coémo la inhibicion de la proteina, mediante
un dominante negativo, afectaba al desarrollo temprano de timocitos y si el fenotipo era

igual u opuesto al observado en sobreexpresion.

2.2. EXPRESION DE UN DOMINANTE NEGATIVO DE NUMB

El término “dominante negativo”, de aparicion relativamente reciente, hace
referencia a mutantes de proteinas capaces de bloquear rutas de sefializacion en una
célula, al poder unirse a algunos de los ligandos naturales de la proteina a inhibir pero
no a otros. De esta manera se bloquean las rutas de sefnalizacion en las que la proteina

en cuestion participa.
Su uso lleva consigo numerosas ventajas [93, 94], pudiéndose resumir en :
a) El producto del gen dominante negativo puede actuar bloqueando la ruta
de sefializacion, incluso cuando en esa ruta existen multiples y redundantes sefiales de
activacion. De esta manera se evitan los fendmenos de compensacion llevados a cabo

por las isoformas de una proteina.

b) Son mutaciones dominantes, lo que permite evaluar sus efectos en la

primera generacion de individuos.

c) Se pueden analizar efectos dosis dependiente segin la cantidad de

expresion del dominante negativo sea mayor 0 menor.
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Pero las ventajas pueden convertirse a veces en desventajas, ya que precisamente
el no bloqueo de una sola ruta de sefalizacion sino de varias, provoca la aparicion de

resultados inesperados y a veces dificiles de explicar.
2.2.1. Estructura de Numb dominante negativo

Para poder analizar cémo la inhibicion de Numb afecta a la division
asimétrica y sefalizacion por pre-TCR, se utilizaron ratones transgénicos para un
dominante negativo de Numb, el cual ya habia sido descrito en anteriores

investigaciones [45].

La estructura de este dominante negativo consistia inicamente en el dominio
de uniéon a fosfotirosina o PTB, siendo dirigida su expresion bajo el promotor CD2
humano y habiéndosele introducido una secuencia diana del c-myc humano para
favorecer su deteccion (Figura 26). Por tanto, estos ratones expresaban una proteina

Numb truncada con solo su dominio PTB.

myc
Figura 26. Esquema de la estructura del dominante negativo de Numb (dnNb).

Como dominante negativo, éste va a inhibir, no solo a todas las isoformas de
Numb, sino también a sus proteinas homodlogas que en ausencia de ella pudieran llevar a

cabo sus funciones. Es el caso de Numblike, Dab-2 y ARH.

Es importante tener en cuenta que el dominante negativo no altera la sintesis
de la proteina enddgena, pero si su funcionalidad, al ocupar y bloquear los sitios de
unidn presentes en las proteinas sobre las que actia y que son utilizados por la proteina

enddgena para llevar a cabo su funcion.
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2.2.2. La expresion de un dominante negativo de Numb provoca

una disminucion importante del tamaiio del timo.

El primer paso fue comprobar los niveles de expresion del dominante
negativo en timocitos de estos ratones (dnNb TG) (Figura 27A), procediéndose a

continuacion al estudio de las distintas poblaciones celulares timicas.

Estos ratones dnNb TG se caracterizan por un tamafio de timo reducido
(Figura 27B), y niveles de celularidad total, asi como de poblaciéones DN y DP

significativamente reducidas con respecto a los ratones WT (Figura 27C y D).
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Figura 27. Expresion dnNb y Celularidad reducida en ratones dnNb TG. (A) Analisis
por citometria de flujo intracelular, usando un anti-Myc, la expresion en timocitos de dnNb en
WT (linea continua) y dnNumb TG (linea discontinua); (B) Fotografia de timos WT y dnNb
TG; (C) Analisis por citometria de las distintas poblaciones timicas, tiendo con CD4 y CDS;
(D) representacion en barras del nimero total de timocitos y subpoblaciones timicas DN, DP,
SP en WT (negro) y dnNumb TG (gris); En (C) se representan porcentajes y en (D) se
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representan la media +/- SD. Para la comparacion estadistica se usoé el test t-Student, siendo
consideradas las diferencias significativas si p<0,05. Los datos son representativos de tres
experimentos independientes.

Resultados similares fueron encontrados en una segunda linea de ratones
dnNb TG, sin embargo tanto los niveles de expresion del transgen como el grado de las
alteraciones, sobre todo a nivel de celularidad total, (Figura 28) era menor que en la
linea anterior. Esto se atribuy6 al menor nimero de copias del transgen que expresaba

esta linea (unas 10 frente a 20 de la primera linea).
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=
= ¥ 25
TG ‘5 80 =
2 . 2 20
o
- 3 * T 0
8 20 © s
0 0
DP CD4SP  CDSSP

CD8

Figura 28. Expresion dnNb y Fenotipo en ratones dnNb TG con menor numero de
copias del transgen. (A) Anélisis por citometria de flujo intracelular, usando un anti-Myc, la
expresion en timocitos de dnNb en WT (linea continua) y dnNumb TG (linea discontinua); (B)
Andlisis por citometria de las distintas poblaciones timicas, tifiendo con CD4 y CDS; (D)
representacion en barras del nimero total de timocitos y subpoblaciones timicas DN, DP, SP en
WT (negro) y dnNumb TG (gris); En (C) se representan porcentajes y en (D) se representan la
media +/- SD. Para la comparacion estadistica se uso el test t-Student, siendo las consideradas
las diferencias significativas si p<0,05. Los datos son representativos de tres experimentos
independientes.
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Estos resultados muestran la capacidad que tiene el dominante negativo de
Numb de provocar una alteracion en las poblaciones linfociticas. El grado de alteracion
varia en funcién del nimero de copias del transgen que se expresen, es por esto que la
linea elegida para todos los estudios a realizar para esta tesis fuese la que presentaba el

fenotipo més fuerte.

2.2.3. Ratones dnNb TG presentan un bloqueo en DN3 asi como

una menor proliferacion en el estadio DN.

Dado que nuestro objetivo era estudiar las alteraciones producidas por la
inhibicion de Numb a nivel de timocitos tempranos, se procedid a analizar en detalle la

subpoblacion DN.

En primer lugar se comprob6 la expresion del dominante negativo en esa

subpoblacion DN (Figura 29A).

A
IB : anti-Myc
WT dnNbTG
DN W «— dnNb

A continuacién se analizd en detalle las diferentes subpoblaciones DN,
observandose, tanto en adultos como en fetos, un bloqueo a nivel de DN3 (Figura 29B),
con un incremento del doble en esta subpoblacion y una reduccion, también del doble,

en DN4.
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Figura 29. Fuerte bloqueo a nivel de DN3. (A) Analisis por western-blot, usando un anti-Myc,
de la expresion del dominante negativo en timocitos DN en WT y dnNumb TG; (B) Analisis por
citometria de flujo de las subpoblaciones DN1, DN2, DN3 y DN4 de timocitos adultos y fetales, siendo
teflidos con CD25, CD44 y Lin. En cada cuadrante se representan porcentajes. Los datos son
representativos de tres experimentos independientes.

Como el estadio DN3 se caracteriza por un importante fendémeno de
proliferacion dirigido por la sefializacion por pre-TCR, se estudié el posible efecto de la

inhibicion de Numb en este proceso.

Para ello se usé el sistema OP9, previamente descrito por J.C. Zufiiga-
Pfliicker [95]. Este sistema consiste en dos lineas, OP9 y OP9DL; ésta tltima expresa
un ligando de Notch, llamado Deltalike, que permite la sefalizacion por Notch, asi
como la diferenciacion timocitica. Se ha demostrado que los precursores timicos se
desarrollan hasta DP cuando se cultivan sobre OP9DL [96], por lo que este sistema es

Optimo para estudiar la proliferacion en el estadio DN3.
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Con respecto al método utilizado para la medida de proliferacion se uso el
CFSE, el cual se une a la membrana de la célula y cuando ésta se divide es repartido por

igual a las dos células hijas, las cuales tendran una menor fluorescencia (Figura 30).

Divisiones:
3 2 1 0

4—’4—'4— ‘

Divisiones:
3 2 10

CFSE

Figura 30. Esquema de tincion con CFSE

Una vez comprobada la idoneidad del sistema, al mantenerse el bloqueo
durante el cocultivo sobre OPIDL (Figura 31A y B), y dado que los timos fetales de
E14-15 son la mejor fuente de obtencion de la subpoblaciéon DN, timocitos fetales
fueron extraidos y marcados con CFSE y cocultivados durante 6 dias tanto sobre OP9,

la linea control, como sobre OP9DL.
El analisis de la expresion de CFSE tras ese periodo de cocultivo mostrd que

los timocitos dnNb TG habian proliferado menos que los timocitos del raton WT

(Figura 31C).
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Figura 31. Defecto proliferativo de los timocitos dnNb TG. (A) Maduracién de timocitos
fetales hacia el estadio DP después de 6 dias de cocultivo sobre OP9 y OP9DL. Las DP fueron detectadas
por expression de CD4 y CD8; (B) Diferenciacion de timocitos DN tras 6 dias de cocultivo sobre
OP9/0OP9DL. Los timocitos Lin- fueron tenidos con CD44 y CD25; (C) Expresion de CFSE en timocitos
fetales de WT (linea continua) y dnNb TG (linea discontinua) cultivados durante 6 dias sobre OP9DL;
Los datos son representativos de tres experimentos independientes.

2.2.4. El dominante negativo de Numb provoca una alteracion de

la division asimétrica.

Este defecto proliferativo quizds estaba causado por una alteracion del
proceso de division asimétrica en estos ratones transgénicos. Para poder comprobar esta
hipotesis se realizaron tinciones por inmunofluorescencia de timocitos fetales en las
diferentes etapas de mitosis. Pero previo a ello, se quiso detectar cual era la localizacion
en la célula del dominante negativo, observandose distribuido en membrana y
colocalizado en parte con la Numb enddgena. Ademas parece ocupar los sitios de ésta,

desplazandola quizés de sus sitios funcionales, ya que hay una mayor cantidad de la

69



Resultados

endogena en el citoplasma con respecto a lo observado en ratones WT (Figura 32).

dnNb Numb CD25 Merge

o . . . .
Figura 32. E/ dominante negativo de Numb se localiza en membrana y desplaza a la

proteina endogena. Imagen por confocal de un timocito fetal WT y otro dnNb TG tefiidos con CD25
(azul), dnNb (rojo) y Numb (verde). Para detectar dnNb se us6é un anticuerpo anti-Myc contra la
secuencia diana que solo posee el dominante negativo y para detectar Numb se utilizé un anticuerpo que
reconoce el extremo C-terminal, carente en el dnNb. Las imagenes son representativas de tres
experimentos diferentes.

Estos ratones dnNb TG presentaban una grave alteracion en la division
asimétrica (Figura 33), perdiendo Numb su localizacién polarizada en metafase,

anafase y telofase (los porcentajes se detallan en la tabla V).

CD25 Numb Merge

o . . . .
o . . .
o . . . .

Figura 33. Alteracion de la division asimétrica en ratones dnNb TG. Iméagenes por

70




Resultados

confocal de timocitos fetales de ratones dnNb TG en metafse, anafase y telofase tefiidos con TOPRO
(azul), CD25 (rojo) y Numb (verde). Las imagenes son representativas de al menos tres experimentos
diferentes.

N° SECCIONES DE TIMO FETAL ANALIZADAS =10
N° METAFASES TOTALES = 44

% Asimétricas (n°células) % Simetricas (n°células)
15% (7) 81,8% (36)
N° TELOFASES TOTALES=9
% Asimétricas (n°células) % Simétricas (n°células)
11% (1) 88% (8)

Tabla V. Analisis numeérico de la distribucion de Numb durante la mitosis en ratones

dnNb TG.

A nivel de telofase, el porcentaje de células simétricas para Numb va
aumentando ligera y gradualmente desde un 70% en WT, pasando a un 88% en dnNb
TG, hasta llegar al 100% en Numb TG, lo cual va en paralelo con los niveles de Numb

presentes en la célula.

Quisimos comprobar si esa simetria gradual también se producia con respecto
al porcentaje de Numb heredado por cada célula hermana a nivel de telofase y el
resultado obtenido fué que, en WT una de las células hijas hereda significativamente
mas Numb que su célula hermana, lo cual ya ocurre en anafase (Figura 34A). Igual
ocurre en telofase de ratones dnNb TG, aunque ya se observa una tendencia hacia una
herencia similar con respecto a cantidad de Numb entre las células hermanas, siendo el
equilibrio alcanzado en ratones Numb TG donde ambas células hermanas heredan la

misma cantidad de Numb (Figura 34B).
Este resultado lleva a pensar que son necesarios unos adecuados niveles de

Numb en la célula para que pueda tener lugar una correcta segregacion de la proteina,

en cuanto a cantidad de ella heredada por cada célula hija, durante la division.
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Figura 34. Porcentaje de Numb heredado por cada célula hija. (A) Diagrama donde se
representa el porcentaje de Numb heredado por cada célula hija para 10 células analizadas en anafase en
WT (#); (B) Diagrama donde se representa el porcentaje de Numb heredado por cada célula hija para 10
células analizadas en telofase en WT (¢) y Numb TG (®) y 6 para dnNb TG (A). Célula hija 1 que
hereda mas Numb (simbolos de la izquierda) y célula hija 2 que hereda menor cantidad de Numb
(simbolos de la derecha) para cada linea de raton. La cuantificacion de Numb fue realizada con el
programa LAS AF (Leica Microsystem), creandose una gate para cada célula hija y midiéndose la
maxima intensidad del total de pixels de cada gate para cada z-stack (las gates fueron ajustandose para
cada z-stack). Los pixels positivos para Numb fueron expresados como un porcentaje de la suma de los
pixels de cada gates con respecto a los pixels totales de ambas gates.

Por otro lado, en los ratones dnNb TG se observdo un escaso numero de
células en telofase y mayor en metafase de lo que se habia observado en el caso de la

sobreexpresion de Numb (Figura 35).
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Numero de Metafases/seccion Numero de Telofases/seccion
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Figura 35. Representacion en diagrama de barras de las Tablas I, IV y V

2.2.5. El dominante negativo de Numb inhibe la capacidad de

Numb enddgena de inhibir la sefializacion por Notch.

Si, como parecen evidenciar nuestros resultados, el dominante negativo esta
bloqueando la funcién de Numb, entonces la sefalizacion por Notch deberia estar
aumentada y por tanto la expresion de sus genes diana, como Hes-1 deberia ser elevada.
Al analizar esos niveles de expresion del principal y més caracteristico gen diana de
Notch, Hes-1, obtuvimos en efecto, un aumento en la senalizaciéon por Notch (Figura

36).

Hesl

Fold Transcript

05

WT dnNb TG

Figura 36. El dominante negativo aumenta la sefializacion por Notch. Diagrama de barras
donde se representan los niveles de expresion del gen Hes-1 en dnNb TG (gris) con respecto al control
WT (negro). La media +/- SD de tres experimentos independientes son representados.

Este resultado demuestra que el dominante negativo inhibe a Numb, pero el
efecto que el aumento de senalizaciéon por Notch deberia provocar en estos ratones

transgénicos, no se corresponde con el observado, puesto que hay un importante
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bloqueo en la diferenciacion de los timocitos a nivel DN3, quizas como consecuencia de
la distribucion simétrica de Numb, igual a lo que ocurre en ratones Rag2-/-, y ademas

presentan un importante defecto proliferativo.

Estos resultados nos estaban insinuando que Numb debia estar relacionado
con algun otro receptor ademas de Notch, y que el dominante negativo estaria también

inhibiendo esta funcion de Numb.

2.2.6. Los ratones dnNb TG presentan una excesiva sefalizacion
por pre-TCR, provocando apoptosis y diferenciacion prematura de la

subpoblacion DN3.

El principal candidato era el pre-TCR y su sefalizacion, pues habia varias
evidencias que asi lo indicaban como la existencia de un bloqueo en diferenciacion y
proliferaciéon en DN3, procesos ambos controlados por el pre-TCR, y la alteracion en

division asimétrica, al igual que ocurria en ratones Rag2-/-.

Por todo esto, se procedio al analisis en profundidad del pre-TCR y su
sefalizacion, comenzando con la medida de los niveles superficiales de pTa en la
poblacion DN, asi como del principal indicador de sefalizacion por pre-TCR, como es
CDS5 [97]. Ambos estaban incrementados en DN3 y DN4 de ratones dnNb TG (Figura
37A). Esto sugiere que podrian estar recibiendo una sefializacion excesiva por pre-TCR,

que provocaria mayor apoptosis y un fendmeno de diferenciacion prematura [98].

La mayor apoptosis fue demostrada mediante analisis con AnexinaV (Figura
37A) y mediante tincion con TOPRO de los nucleos de secciones de timo fetal dnNb
TG (Figura 37C y D). Esta elevada apoptosis explicaria el escaso numero de timocitos

DN3 dnNb TG encontrados en telofase.

Con respecto a la diferenciacion prematura, ésta ya fue observada en ratones
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deficientes para Numb y Numblike, donde los progenitores neurales se diferenciaban
prematuramente antes de proliferar [67]. Para investigar este proceso en los timocitos
DN de nuestros ratones utilizamos como marcadores CD25 y pTa., ya que la expresion
de ambos debe desaparecer en el estadio DP. Tras el andlisis por citometria
comprobamos que los niveles de pTa, CD25, asi como CD5 estaban incrementados en

la poblacién DP (Figura 37B).

A B
DN3 DN4 DN DP

pTa

CDs

AnnexinV

Figura 37. Excesiva senalizacion por pre-TCR provoca apoptosis y diferenciacion
prematura en la subpoblacion DN de ratones dnNb TG. (A) Andlisis de los niveles
superficiales de pToa y CDS5 por citometria en las subpoblaciones DN, DN3 y DN4, asi como de apoptosis
tras ser marcadas con AnexinaV; (B) Andlisis de los niveles superficiales de pTa, CD5 y CD25 por
citometria en la poblacion DP; (C) Imagenes de secciones de timo fetal WT y dnNb TG tratados con
TOPRO para detectar DNA. Nucleos apoptéticos son sefialados con flechas dde color rojo; (D) Iméagenes
a mayor aumento de los nucleos sefialados en (C); Todos los datos son representativos de al menos tres
experimentos diferentes.

Todos estos datos nos llevaron a hipotetizar que, el aumento de los niveles

superficiales del pre-TCR probablemente resulta en su excesiva sefializacion,
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lo cual provoca una diferenciacion prematura DN3 a DP, evitandose el fenomeno
proliferativo y ademas aumentando la muerte por apoptosis, resultando todo ello en una

menor celularidad.

2.2.7. La excesiva senalizacion por pre-TCR correlaciona con

elevados niveles de TCRp.

Se quiso analizar si también habia alteraciones en los niveles de expresion de
la cadena TCRP. El resultado que obtuvimos fue un aumento de expresion del TCRJ} en
la poblacion DN3 de los ratones dnNb TG, localizandose fundamentalmente en

membrana (Figura 38 Ay B).

Esto sugiere que el bloqueo ocurre después del reordenamiento del TCRp y
apoya nuestra hipotesis de que la excesiva sefalizacion por pre-TCR esta provocando
una seflal aumentada en intensidad y duracion que desencadena fenomenos como la

apoptosis y la diferenciacion prematura.

WT
B DNA Merge
N .

pre-TCR TCRl
o . . .

Figura 38. Niveles aumentados de TCR 3 en membrana. (A) Imagen por confocal de

A dnNb TG

~J
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secciones de timo fetal de WT y dnNb TG teiiidas con anti-TCRB-Alexa555; (B) Detalle de un timocito
fetal WT y dnNb TG tefiidos con pTo (rojo), TCRP (verde) y TOPRO. Todos los datos son
representativos de al menos tres experimentos diferentes.

2.2.8. Bloqueo del mecanismo degradativo del pre-TCR en
timocitos DN3 de ratones dnNb TG.

La presencia en los ratones dnNb TG de un aumento en los niveles
superficiales de pre-TCR, y como consecuencia un aumento de sefializacion, nos llevo a

querer estudiar si esto era causa de un bloqueo del mecanismo degradativo del pre-TCR.

El resultado que obtuvimos fue un mayor grado de colocalizacion de pre-
TCR y ubiquitina en acumulos del primero en membrana y un menor numero de
vesiculas de pre-TCR positivas para ubiquitina en el citosol, mientras que, por el
contrario, en WT habia un mayor nimero de vesiculas positivas para ubiquitina y pre-

TCR en citoplasma (Figura 39).

Ubiquitin / pre-TCR / CD25

WT dnNb TG

Figura 39. pre-TCR retenido en membrana en ratones dnNb TG. Zoom de una seccion de
timo fetal WT y dnNb TG tefiidas con ubiquitina (rojo), pTa (verde) y CD25 (azul). Las zonas de
colocalizacion son indicadas con flechas. Las imdgenes son representativas de por lo menos tres
experimentos independientes.
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Esto parece evidenciar que el mecanismo de degradacion del pre-TCR esta
bloqueado, impidiéndose la formacion de las vesiculas endociticas y su evolucion hacia

endosomas.

2.2.9. La localizacion endosomal de c-Cbl esta alterada en

timocitos DN de ratones dnNb TG

En el proceso de degradacion del pre-TCR y del TCR participa una ubiquitin-
ligasa llamada c-Cbl, cuya funcion es inducir la endocitosis de ambos receptores,
promoviendo y manteniendo su ubiquitinizacion desde la formacion de la vesicula hasta
su degradacion en el lisosoma. El mecanismo por el cual realiza esta funcion permanece
aln sin aclarar pues la mayoria de las investigaciones se han centrado en su papel como
regulador de la sefalizacion del TCR y muy poco se sabe acerca de como actua sobre el
pre-TCR. Lo que se conoce es que promueve la ubiquitinizacion de la cadena { del
TCR, a través del adaptador ZAP-70 [99] y que la ausencia de c-Cbl origina una
sefalizacion mantenida y excesiva por parte del TCR y pre-TCR [100, 101].

Con respecto a su papel sobre el pre-TCR pocas investigaciones se han
llevado a cabo. Si se sabe que c-Cbl es especificamente reclutado a membrana y
activado mediante fosforilacién constitutiva en tirosina, en células que expresan pre-
TCR [13]. El modelo propuesto es que podria ser reclutado por kinasas como pS6Lck y
Zap-70, regulando negativamente la senalizacion del pre-TCR por una endocitosis y
degradacion lisosomal posterior via ubiquitina. Asi mismo, también se sabe que c-Cbl
puede mediar la internalizacidon de receptores mediante el reclutamiento de endofilinas,
las cuales se encargan de inducir la invaginacion de la membrana[102, 103]. Mutaciones
en dominios de c-Cbl, como ratones knockout para c-Cbl han puesto de manifiesto el
papel clave de esta ubiquitin-ligasa en la degradacion del pre-TCR [19] y en la

exclusion alélica de la cadena o del TCR [104].

Todo esto, junto con el hecho de que Numb es una proteina endocitica que

participa en endocitosis de receptores, al unirse a la subunidad a.-adaptina del complejo
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AP2, y que ademads, inmunoprecipita con el complejo del TCR en células T maduras,
complejo del que también forma parte c-Cbl. Sumando a esto que ratones knockout para
c-Cbl [19, 104] presentaban un fenotipo similar al de los ratones dnNb TG, se puede

hipotetizar que el dominante negativo podria estar bloqueando la localizacion de c-Cbl.

Para estudiar esta hipotesis analizamos por microscopia confocal, en
secciones de timo fetal, la localizacion de Numb endogena (rojo) y de c-Cbl (verde). Lo
que se observo fue un diferente patron de localizacion de c-Cbl, pues mientras que en
WT se localizaba fundamentalmente en vesiculas, en el dnNb TG lo hacia en membrana
(Figura 40A). Y cuando ambas proteinas, Numb y c-Cbl eran observadas
conjuntamente (amarillo), se pudo distinguir una menor colocalizacion c-Cbl+Numb en

vesiculas en el dnNb TG (Figura 40B).

A

¢-Cbl Numb CD25

WT

dnNb

dnNb

Figura 40. Menor colocalizacion c-Cbl/Numb en endosomas. (A) Iméagenes por confocal de
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secciones de timo fetal tefiidos con c-Cbl (verde), Numb (rojo) y CD25 (azul); (B) Imagen de la
superposicion de los tres colores mostrados en (A). Las imagenes son representativas de al menos tres
experimentos independientes.

Cuando realizamos una cuantificacion detallada de las vesiculas que so6lo
contenian a Numb, s6lo a c-Cbl o a ambas proteinas en timocitos CD25+, obtuvimos un
importante descenso tanto en el nimero de vesiculas que contenian sélo a c¢-Cbl como

las que contenian a Numb-+c-Cbl en los ratones dnNb TG (Figura 41).

40

p<0.05 p<0.05
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30
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20

15
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Media del nimero de células CD25+

0 1 2 3 4 0 1 2 3 4 0 1 2 3 4
C-Cbl Numb ¢-Cbl + Numb

Numero de vesiculas

Figura 41. Cuantificacion del numero de células CD25+ que contiene vesiculas de c-

Cbl, Numb y c-Cbl+Numb. Célculo del nimero de células CD25+ que contienen desde cero a cuatro
vesiculas de c-Cbl, Numb y c¢-Cbl+Numb. Cuatro imagenes independientes por cada timo WT (negro) y
dnNb TG (gris) fueron analizadas. Para la colocalizacion, se realizo un estudio mediante la creacion de
mascaras para c-Cbl (verde) y para Numb (rojo) con Photoshop 7.0. Numero de vesiculas por cada célula
CD25+ en cada mascara fueron contadas. El mismo analisis se realizd para las vesiculas que contenian
ambas proteinas. Se analizaron 34 células CD25+ en WT y 45 en dnNb TG. Todos los datos son
representativos de al menos tres experimentos independientes.

Ademas, quisimos comprobar si esas vesiculas eran endosomas, para lo cual
teflimos con ubiquitina y observamos que tanto las vesiculas que contenian a Numb

(Figura 42A) como a c-Cbl (Figura 42B) eran positivas para ubiquitina.
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Ubiquitin Numb CD25 Merge

Ubiquitin c-Cbl CD25

Figura 42. Numb y c-Cbl colocalizan con vesiculas de Ubiquitina. Imégenes por confocal
de secciones de timo fetal WT tefiidas con ubiquitina (rojo), CD25 (azul) y Numb (verde) en (A) y c-Cbl
(verde) en (B). Las imagenes son representativas de al menos tres experimentos independientes.

Estos datos indicaban que Numb podria ser un mediador en la funcion de c-
Cbl como inductor de la formacion de la vesicula de endocitosis y posterior formacion
del endosoma, ya que la presencia de un dominante negativo de Numb no impide el
reclutamiento de c¢-Cbl a la membrana por parte del pre-TCR, mecanismo
imprescindible por el que el pre-TCR regula su degradacion, pero si provoca la
retencion de c-Cbl en membrana e impide que se forme la invaginacion de la misma y
se inicie la endocitosis mediada por clatrina, bloqueandose la formacion del endosoma

encargado de transportar al receptor, en este caso el pre-TCR, al lisosoma.

Por otro lado, la no formacién de las vesiculas degradativas provoca una
acumulaciéon de Numb enddgeno, el cual deja de poder ser redistribuido de forma
correcta durante la division asimétrica, de ahi que el fenotipo observado a nivel de

division asimétrica sea el mismo que el que presentaban los ratones Numb TG.
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3. EFECTO DE LA EXPRESION DE UN DOMINANTE NEGATIVO
DE NUMB SOBRE UNA LINEA CELULAR LEUCEMICA:
ESTUDIO DE SU CARACTER ONCOSUPRESOR

Numb es considerada una proteina oncosupresora, siendo varias las evidencias que
parecen demostrarlo y que han sido comentadas con anterioridad. Todos las
investigaciones realizadas hasta ahora parecen confirmar que Numb previene la
proliferacion celular, bien a través de la inhibicion de Notch o bien controlando la

expresion de p53 [82].

Sin embargo, como se ha mostrado en el apartado de resultados de esta tesis, la
inhibicion de Numb desemboca en una menor proliferacion durante el desarrollo de
timocitos tempranos. Esto parece ser debido a que la inhibicion de Numb a través de un
dominante negativo resulta en alteraciones de la senalizacion por pre-TCR, lo cual a su
vez resulta en apoptosis e inhibicion de la proliferacion, es decir, esta disminucion

proliferativa es un efecto secundario de Numb.

En base a esto, se estudid un sistema diferente, la linea eritroleucémica K562,
carente de pre-TCR, para analizar si el dominante negativo realmente puede potenciar la

proliferacion.

Con respecto a las estrategias utilizadas para la inhibicion de Numb en esta linea
fueron dos: la primera consistio en la construccion de un plasmido-vector del dominante
negativo que fue transfectado en las células, obteniéndose posteriormente clones

estables y la segunda fue mediante la creacion de un vector lentiviral.

El resultado obtenido a nivel de proliferacion fue significativamente diferente

seglin se usara una estrategia u otra. Esto sera detallado a continuacion.
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3.1. La expresion de un dominante negativo mediante un pldasmido-

vector ocasiona un ligero aumento proliferativo en células K562.

Para poder estudiar si la inhibicion de Numb estd directamente relacionada con
proliferacion celular, se insertdé el dominio PTB de Numb, en el vector de expresion
pCEFL. Este vector contenia ademas una secuencia diana del gen myc humano, para

facilitar su deteccion, asi como el gen Neo de resistencia a geneticina (Figura 43).

DnNb
EF-1 NEO
MYC-Tag

Figura 43. Esquema del vector DnNb expresado en K562

Una vez obtenida la construccion, ésta y el vector vacio (pCEFL) se transfectaron
en K562 y tras varias semanas se pudieron obtener 4 clones estables para cada uno, en

los cuales fue chequeada la expresion del dominante negativo (Figura 44).

Figura 44. Expresion del dominante negativo en 4 clones DnNb y pCEFL. Anélisis por
western-blot de la expresion del dominante negativo usando un anticuerpo anti-Myc. El control de carga
fue detectado mediante un anticuerpo contra Actina.

A continuacion se eligieron 2 de los clones en base a su mayor expresion del

dominante negativo y se procedio al experimento de proliferaciéon mediante el uso de
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bromodeoxiuridina (BrdU). Esta, a diferencia del CFSE utilizado en los estudios de
timo, no se une a membrana sino al DNA, incorporandolo la célula cuando se divide.
Posteriormente se realiza un tratamiento con Dnasa, permitiendo asi la union del

anticuerpo anti-BrdU (Figura 45).

Figura 45. Esquema de tincion con BrdU.

El resultado obtenido tras el andlisis por citometria, revel6 un leve incremento en

proliferacion para los clones que expresaban el plasmido-vector DnNb (Figura 46).

BrdU

Figura 46. Leve incremento proliferativo en clones que expresan el plasmido-vector

DnNb. Anélisis por citometria de proliferacion mediante incorporacion por BrdU en K562-Vector vacio
(linea continua negra) y K562-DnNb (linea discontinua negra); Control de isotipo BrdU (linea gris). Los
datos son representativos de tres experimentos independientes.

Este resultado nos llevd a pensar que quizds era necesario un mayor nivel de

expresion del dominante negativo por parte de las células transfectadas para poder
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observar el verdadero efecto del dominante negativo. Ello es debido a que del nimero
de copias de éste expresado por una célula, va a depender enormemente que se inhiba o
no la proteina, siendo una de las desventajas ya descritas en el uso de dominantes

negativos para la inhibicion de proteinas.

3.2. La expresion de un dominante negativo mediante un vector

lentiviral provoca un importante aumento proliferativo en células K562.

Para hacer frente a la desventaja anteriormente descrita se cred un vector
lentiviral. Los vectores lentivirales son retrovirus complejos a los que se les ha
eliminado su capacidad patdégena. Poseen numerosas ventajas que los convirtieron en
buenos candidatos a utilizar en nuestro estudio. Entre esas ventajas destacan conseguir
un 100% de transduccion sin que la viabilidad celular se vea afectada y que la expresion
del transgén es estable en el tiempo. Ademas, se pueden translucir células que no se

estan dividiendo, lo cual podria ser de potencial interés para estudios futuros.

Asi, se construyo6 un lentiviral L-dnNb y otro L-SE. El primero, contenia solo el
dominio PTB de Numb junto a una secuencia del gen Myc humano, para permitir su
deteccion, y el segundo expresaba GFP, siendo utilizado como control. La expresion de
ambos estaba inducida bajo el promotor SFFV (Spleen Focus Forming Virus), el cual es
un promotor fuerte, constitutivo y que se expresaba muy bien en células
hematopoyéticas. Ambos también poseian la secuencia empaquetadora y y la secuencia
WPRE que potencia la expresion del transgén, estabilizando el RNA mensajero (Figura

47).

5LTR SFFV WPRE 3'LTR AU3
L-dnNb: NN )

k 4 MYC-Tag

L-st: - ) (- ==

5'LTR ¥ SFFV WPRE  3'LTR AU3

Figura 47. Esquema de la estructura de los vectores lentivirales L-dnNb y L-SE.
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Una vez creadas ambas construcciones, se obtuvieron las particulas virales
correspondientes y se realizd la transduccion en las K562. Cinco dias después fue

analizada la expresion del transgén dnNb y GFP (Figura 48).

A B

Células sin infectar

Células infectadas

dnNb GFP

Figura 48. Niveles de expresion de los lentivirales L-dnNb y L-SE. (A)Anélisis por
citometria de flujo de la expresion del dominante negativo en K562 sin infectar (panel superior) y en
K562 infectadas con L-dnNb (panel inferior), usando un anti-Myc; (B) analisis por citometria de la
expresion de GFP en K562 sin infectar (panel superior) y en K562 infectadas con L-SE (panel inferior).
Los datos son representativos de tres experimentos diferentes.

Asi mismo se comprob6 que la expresion del transgén no era toxico (Figura 49).

AnnexinV

Figura 49. El lentiviral L-dnNb no provoca apoptosis. Anélisis por citometria del grado de
apoptosis usando anexina V en K562 sin infectar (linea negra continua) y K562 infectadas con L-dnNb
(linea negra discontinua); Los datos son representativos de tres experimentos independientes.
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A continuacién se analiz6 la cinética de proliferacion, incubando células K562
sin infectar y células K562-LdnNb con BrdU durante 24 horas. El resultado obtenido
fue un incremento bastante significativo de la capacidad proliferativa en aquellas K562

que tenian inhibida la funciéon de Numb (Figura 50).

Figura 50. Aumento de la capacidad proliferativa en K562 que expresan el dominante

negativo de Numb. Anélisis por citometria de la incorporacién de BrdU en K562 sin BrdU (linea
gris), K562 sin infectar (linea negra continua) y K562 infectadas con L-dnNb (linea negra discontinua).
Los datos son representativos de tres experimentos independientes.

Asi mismo, se quiso comprobar si la expresion del vector vacio, es decir, el que
solo expresa GFP, provocaba alteracion en proliferacion con respecto a las K562 sin
infectar. Como se esperaba, no se observaron cambios a nivel de proliferacion entre

ambas (Figura 51).

Figura 51. Similar capacidad proliferativa entre K562 que expresan el vector vacio L-

SE y K562. Andlisis por citometria de la incorporacion de BrdU en K562 sin BrdU (linea gris), K562
sin infectar (linea negra continua) y K562 infectadas con L-SE (linea negra discontinua). Los datos son
representativos de tres experimentos independientes.
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3.3. El aumento proliferativo va acompaiiado de aumento en la

expresion de Hes-1y Myc a nivel de mRNA.

El siguiente paso fue analizar si esa elevada capacidad de proliferacion podia ser
explicada por un aumento de la sefializacion por Notch, implicado en numerosos tipos
de cancer y que queda desregulado por la inhibicion de Numb. Para ello se estudi6 por
RT-PCR el principal gen diana de la ruta Notch, Hes-1, y también se analiz6 el
protooncogen c-Myc, que ha sido descrito recientemente como un gen diana de Notch

en leucemias [105, 106], encontrandose ambos incrementados (Figura 52).

20
18 |
16 |
14 |
12 |
10 |

Fold Transcript

oON MO

Control Hes-1 Mye

Figura 52. Elevada expresion de la ruta de Notch y Myc. Diagrama de barras donde se
representan los niveles de expresion del gen Hes-1 y Myc en K562L-dnNb con respecto al control K562
sin infectar. Se representa la media £ SD de dos experimentos independientes.

Estos datos muestran que, en una linea cancerosa, la inhibicion de Numb resulta
en un agravamiento del fenotipo maligno, asociado con una elevacion de la senalizacion
por Notch y un aumento de expresion de Myc. Por tanto, la inhibicion funcional de
Numb puede resultar bien en un bloqueo proliferativo en condiciones normales de
desarrollo, o bien en un agravamiento de la enfermedad en casos de patologias

cancerosas.

Es importante tener en cuenta estos efectos opuestos de la misma manipulacion
funcional de una proteina, especialmente en el contexto de posibles protocolos de

terapia génica.
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Discusion

El proceso de division asimétrica permite que una célula madre genere una célula
hija, que se diferenciard, y otra que mantendrd el fenotipo progenitor y seguira
proliferando para favorecer el desarrollo del 6rgano en cuestion. Recientemente se ha
propuesto la teoria de que este proceso esta intimamente relacionado y controlado por
procesos de endocitosis de receptores y/o ubiquitinizacion de ligandos, pues
alteraciones en este mecanismo regulador han desembocado en graves alteraciones de la

division asimétrica [107].

En este estudio hemos querido investigar ambos procesos y si la alteracion de uno
provoca alteracion en el otro mediante el estudio de la proteina adaptadora Numb,
principal determinante intrinseco del compromiso celular durante la division asimétrica,
y ademads proteina participante en los procesos de endocitosis dependientes de clatrina.
El sistema de estudio elegido fue, el desarrollo temprano de timocitos, sistema en el que

ambas funciones de Numb no habian sido estudiadas hasta ahora.

Asi, en este estudio se ha descrito por primera vez el fendémeno de division
asimétrica durante el desarrollo temprano de timocitos, siendo Numb distribuida tanto
asimétrica como simétricamente en progenitores en division, manteniéndose, por tanto,
un equilibrio entre los compromisos progenitor versus diferenciador, aunque
predominando el primero, debido a que durante el desarrollo del timo a nivel fetal, es
necesario un mayor pool de progenitores que lleven al desarrollo de un timo completo.
Este resultado coincide con lo descrito por otros investigadores durante la neurogénesis

cortical en el raton[65, 90].

También se describe por primera vez cémo el pre-TCR, clave en los procesos de
proliferacion y diferenciacion durante el estadio temprano DN3, es heredado por ambas
células hijas y como se encuentra polarizado en las etapas tempranas de la mitosis, lo
cual se asocia con sefializacion [108]. Esto lleva a pensar que aunque la sefializacion por

pre-TCR es independiente de ligando, si es posible que esa sefializacién sea mas
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eficiente cuando el pre-TCR se polariza en clusters de membrana asociados a dominios
rafts. Ademas, el hecho de que el pre-TCR no se segrege asimétricamente, a diferencia
de Numb, coincide con el mecanismo de actuacion de Numb en progenitores
neuronales, descrito por otros autores, donde Notch se segrega simétricamente mientras

que es la segregacion de Numb la que marca el destino de las dos células hijas.

Para comprobar esta teoria se usdé como estrategia un dominante negativo que solo
contenia el dominio PTB de Numb, el cual inhibiria no so6lo a la proteina enddgena sino
también a todos sus homologos, evitando asi fenomenos de redundancia. Al expresar
una truncacion de este tipo, cabia la posiblidad de que se inhibieran otras proteinas no
relacionadas con Numb, pero que a su vez contuvieran un dominio PTB. Esta
posibilidad fue descartada en el laboratorio mediante un experimento consistente en el
cruce de ratones que expresaban el dominante negativo con aquellos que
sobreexpresaban Numb, y tal como se esperaba se revertia el fenotipo mutante,
pudiéndose establecer una correlacion de los niveles funcionales de Numb con la
celularidad timica. Otra ventaja adicional de la utilizaciéon de un dominante negativo
para inhibir a una proteina adaptadora es que no va a permitir que las proteinas que
normalmente se unen a Numb lo hagan, bloqueando de este modo los complejos de

sefializacion.

Como consecuencia de la inhibicion de Numb, los ratones que expresaban el
dominante negativo poseian una reducida celularidad timica y una serie de graves
alteraciones en el estadio de dobles negativas, como fueron: importante bloqueo a nivel
de DN3, elevados niveles superficiales de pre-TCR y diferenciacion prematura,
pudiéndose comprobar que este fenotipo era consecuencia de una elevada sefalizacion
por pre-TCR. Esto llevo a pensar que Numb podria participar de forma activa en la
endocitosis de este receptor, proceso llevado a cabo por una ubiquitin-ligasa
denominada c-Cbl. Ademas, esta teoria fue apoyada por el hecho de que ratones doble
knockout para c-Cbl/b-Cbl presentaban un fenotipo muy similar a nuestros ratones

dnNb TG [19, 104].
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El proceso de regulacion de expresion del pre-TCR es iniciado por €l mismo,
reclutando a c-Cbl a membrana, momento en el que esta ubiquitin-ligasa inicia la
ubiquitinizacion del receptor y ademas, por medio de su unioén a endofilinas, favorece
lainvaginacion de la membrana, produciéndose la endocitosis dependiente de clatrina

del receptor y acompanando ya al endosoma hasta su degradacion lisosomal [13].

Cuando se analiz6 si la funcion de ubiquitinizacién y formacion del endosoma por
parte de c-Cbl estaba afectada en estos ratones dnNb TG, pudimos comprobar un mayor
reclutamiento de c-Cbl a membrana, lo cual correlaciona con unos mayores niveles
superficiales de pre-TCR. Sorprendentemente, la ubiquitinizacion del receptor no estaba
afectada pero si la formacion de las vesiculas endosomales, quedando c-Cbl retenido en

membrana e impidiéndose por tanto la degradacion del pre-TCR.

Dado que Numb es una proteina adaptadora que participa en la endocitosis de
receptores, siendo capaz de unirse a la subunidad a-adaptina del complejo AP2 a través
de los motivos situados en su extremo carboxi-terminal, el uso de un dominante
negativo puede estar impidiendo que Numb enddégeno se una al complejo AP2 y
seguramente impidiendo también la unidon necesaria de c-Cbl a este complejo para
iniciar la invaginacion de la membrana y posterior endocitosis, lo cual seria una nueva
funcién desconocida hasta ahora para Numb: Numb es un adaptador clave y necesario

para el acceso de c-Cbl a la maquinaria endocitica dependiente de clatrina.

Ademas, los ratones que expresan el dominante negativo también poseen una
alteracion de la division asimétrica, elevandose con respecto al WT el porcentaje de
telofases simétricas e inicidndose una tendencia a heredar ambas células hijas una
cantidad equivalente de niveles de Numb, hecho que alcanza su punto maximo en
ratones que sobreexpresan la proteina. El que, en los ratones que expresan el dominante
negativo, Numb sea heredada de forma simétrica es irrelevante, pues en ellos la funcién
de Numb endogeno esta bloqueada. Por tanto, se puede deducir que no es en si la

cantidad de Numb endogeno que herede cada célula hija lo que marca el que
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las dos células hijas adquieran linajes diferentes, sino el hecho de que en una de ellas

Numb sea funcional y en la otra no.

Los datos mostrados en esta tesis nos permiten proponer un modelo valido para el

papel de Numb en el desarrollo temprano de timocitos (Figura 53).

Seglin este modelo, durante el desarrollo normal, un porcentaje de células van a
transmitir Numb a sus dos células hijas, inhibiéndose la senalizacién por Notch y pre-
TCR y llevando a que adquieran un compromiso proliferativo, mientras que otro
porcentaje de células no transmite Numb a una de las dos células hijas, la cual recibira
la sefial de Notch y pre-TCR para diferenciarse. En el caso de un exceso de expresion de
Numb funcional (ratones Numb TG), practicamente todas las células van a transmitir
Numb a sus dos células hijas, induciendo a éstas a proliferar. Cuando Numb es inhibida
por un dominante negativo (en este caso Numb enddgena sigue expresandose pero no es
funcional), ambas células hijas careceran de Numb funcional y se favorecerd la
diferenciacion, ya que al dejar de ser degradada tanto ella como el pre-TCR, se

ocasionaria un aumento de la sefializacion por pre-TCR.

Asi, este estudio demuestra un papel dual de Numb en el desarrollo de timocitos
como inhibidor de Notch y pre-TCR en el estadio doble negativo, lo cual permite una
correcta regulacion de los niveles de Notch y pre-TCR. Ademas, se aportan datos que
apoyan la teoria, surgida recientemente, de que la division asimétrica esta regulada por
procesos de endocitosis, dependiendo de ellos el compromiso celular a adquirir por las

células hijas.
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Por otro lado, en esta tesis se han aportado datos que son coincidentes con varios

estudios, sobre la relacion entre Numb y la progresion tumoral.

Asi, hemos podido comprobar como la inhibicion de Numb, utilizando un
dominante negativo, es capaz de incrementar la capacidad proliferativa de una linea
cancerosa y, ademas, ese incremento es concomitante con un aumento en la sefalizacion

por Notch, una de las principales proteinas implicadas en cancer.

Por tanto, estos resultados, ademas de representar la primera evidencia
experimental directa de que la ausencia de Numb desemboca en proliferacion, vienen a
confirmar el recientemente descrito nuevo papel de esta proteina como supresora de
tumores, siendo necesarias mas investigaciones que lleven en un futuro a disenar nuevas
estrategias contra determinados tipos de tumores en los que parece que Numb juega un

papel importante, como es el caso de los tumores mamarios humanos.

Con los estudios llevados a cabo en esta tesis se han aportado nuevos datos sobre
la proteina Numb, los cuales han permitido proponer un nuevo modelo de su papel
como determinante del compromiso celular en el timo como inhibidor de Notch y
mediante su participacion en endocitosis y, ademas, ha permitido demostrar
experimentalmente su funcion oncosupresora. Esto abre el camino hacia nuevas lineas
de investigacion, las cuales deberan estar enfocadas en profundizar y concretar los
mecanismos moleculares por los que Numb lleva a cabo sus funciones como regulador

del desarrollo e inhibidor de la progresion tumoral.

94



CONCLUSIONES
&



Conclusiones

1. Durante el desarrollo normal del timo se produce division asimétrica, siendo Numb
distribuida tanto asimétrica como simétricamente para mantener un equilibrio entre

proliferacion y diferenciacion, procesos ambos necesarios para la organogénesis.

2. Se ha diseiado un método potente de inhibicion de Numb y sus homologos
consistente en un dominante negativo que contiene unicamente su region de union a

fosfotirosina.

3. Alteraciones funcionales de Numb son responsables de que las células hijas

obtenidas en el mecanismo de division asimétrica vean afectado su compromiso celular.

4. Numb es indispensable para una correcta modulacion del pre-TCR durante el
desarrollo temprano de timocitos, revelandose una nueva funcion de esta proteina
como adaptador clave durante la degradacion y endocitosis del pre-TCR por la

proteina c-Cbl.

5. Numb se ha revelado como una nueva proteina supresora de tumores debido a su

funcion como modulador negativo del oncogen Notch.
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ABSTRACT

Despite being widely involved in precursor asymmetric division and receptor
internalization, the role of Numb in thymocytes has remained elusive. Here we have
shown that Numb is crucial to balance proliferation and differentation in developing
thymocytes. We have visualized double negative thymocytes asymmetrically
segregating Numb, but not the pre-TCR, during cell division. Data from transgenic mice
expressing different levels of Numb showed that adult thymic size correlates with
functional Numb levels: transgenic expression of dominant negative Numb caused
enhanced Notch signaling, apoptosis, excessive pre-TCR signaling and premature
differentiation, while constitutive Numb expression led to loss of asymmetric division
and increased thymic size. Therefore, Numb controls both asymmetric division and pre-
TCR degradation, ultimately determining the size and quality of the pool from which DP

thymocytes are selected.



INTRODUCTION

The mammalian thymus contains several cell types that originate from precursors
that initially are equivalent. These precursors undergo several rounds of division before
differentiating. It is unknown whether they divide asymmetrically, but it is likely, given
the growing evidence of asymmetric division in many developing organs
Asymmetric cell division is any division that generates two sister cells with different
fates. Normally, this is achieved by generating cells with different levels of Notch
signaling, as a consequence of unequal segregation of the so called “cell fate
determinants”. The most known of them, Numb, is a plasma membrane-associated
protein that contains a phosphotyrosine binding domain and antagonizes Notch
signaling. Numb function was first described in Drosophila sensory organ precursor cells
3, where loss of Numb resulted in both daughter cells adopting the fate of the cell that
normally inherits Notch, and Numb overexpression gave the opposite result *°. In
mammals, asymmetric division and Numb have been studied most extensively during
neurogenesis '. Numb and its homologue, Numblike, have redundant functions and both
can inhibit Notch. Deletion of both Numb and Numblike resulted in loss of neural
progenitors and block of neurogenesis in mouse embryos °. This was a result of
progenitor over-differentiation, together with death of young neurons. An additional
function for Numb in brain development, as adherence regulator, has been postulated °.
Besides these functions, in other systems Numb does also bind to integrins '° and Src

family kinases ', mediates receptor internalization

and participates in clathrin
dependent endosomal association '*. Thus, so far it is known that Numb plays multiple
and important roles in development and signaling, however new approaches will be

needed to dissect the pathways involved in all these functions. In this aspect, immune

system development provides a superb model since one can physically separate



developing cell subsets (by flow citometry), and visualize their interactions inside the
tissue (by microscopy).

T lymphocytes develop in the thymus from precursors that undergo a series of
cell fate decisions resulting in differentiation into single positive (SP) thymocytes, the

1516 The initial

immediate precursors of fully functional CD4 and CD8 T lymphocytes
CD4/CD8 double negative (DN) stages of this differentiation are influenced by signals
from the pre-TCR '"". Only those DN thymocytes which receive proper pre-TCR
signals during the double negative 3 (DN3) and double negative 4 (DN4) stages are able
to evolve into the intermediate CD4/CD8 double positive (DP) af3 lineage stage; since
pre-TCR signaling is autonomous, its internalization and degradation is very important

20-22

for correct signaling . As a consequence of pre-TCR signaling, DN thymocytes

undergo several rounds of proliferation, which guarantees the presence of normal
numbers of DP thymocytes in the adult thymus > **.
It is known that Numb and its homologue Numblike are expressed in

11.26:27 " also Numb co-localizes with the

hemopoietic stem cells *° and lymphoid tissues
TCR complex in mature T cells ** and segregates asymmetrically in hemopoietic stem
cells * and mature T lymphocytes *°. Moreover, Numb over-expression in thymocytes
results in reduction of Notch activity »’. All these data strongly suggest that Numb may
play a role during the DN stage of thymocyte development, however attempts to study
thymic development in mice by conditionally deleting both Numb and Numblike
showed a very mild developmental block *°. There are many cases where knockout mice
have not been able to provide functional information about important proteins, usually
because other proteins in the same complexes are able to compensate their function, or
because even traces of the studied protein are able to ensure normal functionality. In

these cases other approaches, involving the introduction of mutations in proteins of

interest, are used to complement the information obtained from knockout mice *'.



Here we have shown that double negative thymocytes segregate Numb, but not
the pre-TCR, asymmetrically during developmental cell division. In order to analyze the
precise role of Numb during asymmetric division in thymocytes, we have studied thymic
development in transgenic mice expressing dominant negative Numb in lymphoid
precursors. Numb inhibition by this method resulted in a smaller adult thymus,
associated with a developmental block at the DN stage, enhanced Notch and pre-TCR
signaling and abnormal pre-TCR localization. The observed block was reverted by
transgenic Numb over-expression. These results delineate a model in which the two
daughter cells of dividing double negative thymocytes decide to proliferate or to
differentiate into double positive thymocytes, depending on their levels of Numb

expression.



RESULTS

Double negative thymocytes segregate Numb, but not the pre-TCR, asymmetrically
during cell division

Based on the accumulating evidence from other systems, it was highly likely that
thymocytes undergo asymmetric division, however this cannot be studied in adult
thymus, where a very small percentage of the cells is dividing. Therefore, we focused on
fetal day-15 thymus, where most thymocytes are at the DN stage, as evidenced by flow
cytometry (most cells at this stage do not express CD4 or CDS8, Fig. 1A) and
immunofluorescence (high frequency of CD25+ cells, Fig. 1B). The use of CD25 as a
cell marker was justified by two facts: first, it is only expressed on thymocytes at the
DN2/DN3 stages of development; second, it is an excellent membrane marker to
guarantee that the detected Numb protein is localized inside the studied cells, since it is
not polarized or asymmetrically segregated (our own unpublished observations). We
analyzed frozen sections of day 15 fetal thymii by immunofluorescence, using TOPRO
(to detect DNA), and antibodies against CD25 and Numb. Using CD25 and TOPRO
staining, we were able to localize high numbers of CD25+ dividing cells in all the stages
of mitosis (Fig. 1C). These cells must be at the DN3 stage, since DN2 thymocytes do not
divide, and DN4 thymocytes do not express CD25. We observed Numb polarization in
43% of CD25+ pre-mitotic cells, while the rest of the non-proliferating cells showed
Numb uniformly distributed both on the membrane and in the cytoplasm (data not
shown). A more complex situation was found when analyzing dividing DN3
thymocytes. In these, there was differential Numb distribution depending on the stage of
mitosis. Numb was polarized in most cells at the prophase and metaphase stages of
mitosis (Fig. 1C, higher panels). At the anaphase stage Numb did not look polarized: it

was widely distributed both on the membrane (including the nascent membrane) and



cytoplasm (Fig. 1C, middle panel). At the telophase stage, we found that Numb was
inherited exclusively by one of the daughter cells in 30% of the cases, while it was
equally segregated into both daughter cells in the rest of the cases (Fig. 1C, lower
panels). It seemed unlikely that, in 30% of fetal thymocytes, Numb would first polarize
(prophase and metaphase), then distribute homogeneously (anaphase) and later polarize
again to be inherited by just one daughter cell. We hypothesized that, although visually
Numb seemed homogeneously distributed in all DN3 thymocytes at the anaphase stage,
there could exist some degree of asymmetry that would not be detected by simple visual
examination. To study this possibility, we quantified Numb positive pixels in the two
daughter cells on Z-stacks of dividing fetal thymocytes at the anaphase stage. We used
CD2S5 staining to mark the nascent and cytoplasmic membranes and to separate the two
daughter cells on each separate picture of the Z-stacks, then quantified Numb signal in
each daughter cell, designating for each Z-stack “dividing cell #1” (DC#1) the daughter
cell that contained more Numb, and “dividing cell #2” (DC#2) the daughter cell that
contained less Numb. If Numb were always distributed homogeneously on the two
daughter cells at anaphase, the values for Numb intensity on DC#1 and DC#2 would
always be similar. However, this was not the case, as shown by graphically representing
percentages of Numb on dividing anaphase cells (Fig. 1D). Although some pairs of cells
had equal Numb inheritance percentages at the anaphase stage, there was a significant
difference in 3 of the 10 analyzed Z stacks (Table 1, see column marked DC#1/DC#2).
Most probably, these pairs corresponded to dividing cells that were going to segregate
Numb asymmetrically at the telophase stage. Therefore, as expected, the percentage of
cells that presented asymmetric Numb segregation was similar at the anaphase and
telophase stages but, logically, the difference in Numb expression between the daughter

cells is greater at later stages of mitosis. Therefore, the progression of Numb localization

during mitosis would be as follows: polarized at prophase and metaphase; symmetrical



(70% of the cases) or partially asymmetrical (30% of the cases) at telophase;
symmetrical (70% of the cases) or asymmetrical (30% of the cases) at anaphase. Taking
into account that Numb is a marker of asymmetric division, these data show that a subset
of developing thymocytes divides asymmetrically.

Since DN dividing thymocytes express and receive signals through the pre-TCR,

and Numb is co-localized with the TCR machinery in mature lymphocytes ** *,

we
hypothesized that asymmetric Numb segregation might be related in some way to pre-
TCR signaling in daughter cells. Therefore, we analyzed by confocal microscopy pre-
TCR segregation in dividing fetal thymocytes, and we did not find assymetric pre-TCR
segregation: all the telophases showed uniform membrane (including the nascent
membrane) and cytoplasmic pre-TCR localization (Fig. 2A). In order to exclude the
possibility that the observed pre-TCR staining on sections might be unspecific we
stained fetal thymic sections using an isotype control and observed no unspecific
staining caused by the secondary antibody (data not shown). There was still the
possibility that the primary anti-preToa antibody could be binding unspecifically to other
proteins inside thymocytes. To exclude this possibility we stained adult thymic sections
using anti-preTo together with CD4 (a marker of DP and SP thymocytes) and
cytokeratin (mostly expressed on thymic medullary stromal cells, see ). If the anti-
preTa antibody is specific, there should be no staining on thymocytes located either in
the adult cortex (DPs) or medulla (SPs). Indeed, we could not detect any pre-TCR
staining on CD4+ thymocytes (Fig. SIA and B). We could detect some degree of
staining in the medulla, but it always correlated with cytokeratin, and was not inside the
thymocytes (Fig. SIA and B). Since d15 fetal thymus has no medulla, cytokeratin
expressing cells are virtually absent in this tissue (our own observations), therefore the
observed staining on fetal thymic sections corresponded to the pre-TCR. Together, these

data indicate that Numb might play a role in asymmetric division of pre-TCR expressing



thymocytes, in a way similar to Notch-expressing precursors in Drosophila, where both
cells inherit Notch, but only one inherits its inhibitor Numb 2, If, similar to its effect on
Notch, Numb is able to inhibit pre-TCR signaling, then, in those cases where Numb is
asymmetrically segregated, only one of the daughter cells would receive pre-TCR
signals.

Thus, Numb and the pre-TCR are not always equally segregated between
dividing cells. This leads to a related question: is the pre-TCR polarized during the
prophase, similar to Numb? In order to answer this question, we analyzed dividing fetal
thymocytes at the prophase stage, and could observe that the pre-TCR is always
polarized at the prophase and metaphase stages, similar to Numb (Fig. 2B). This
indicates that Numb polarization during the prophase in thymocytes is related to
signaling, not to asymmetric division. The next related question was whether thymocytes
that do not receive any kind of pre-TCR signals would polarize Numb during the
prophase. To address this question, we analyzed Numb localization in dividing Rag-/-
thymocytes and, accordingly with our hypothesis that Numb localization in dividing
thymocytes is related to pre-TCR signaling, we found that Numb is neither polarized or
asymmetrically segregated in dividing Rag -/- thymocytes (Fig. 2C). Together, these
data indicate that Numb may be needed for pre-TCR signaling (or for modulation of
surface pre-TCR levels, which would result in modulation of pre-TCR signaling) at the

DN stage, together with its role in asymmetric division.

Functional Numb levels in thymocytes influence adult thymic size.

The results described above are compatible with an important role for Numb
during thymocyte development. In order to investigate the possible dual Numb role in
thymocytes we used mice where functional Numb levels had been modified in thymic

precursors. These were transgenic mice expressing a dominant negative Numb (dnNb



TG mice) or full length Numb (Numb TG mice) under the human CD2 promoter. DnNb
TG mice express a truncated Numb protein that contains just its PTB domain, while
Numb TG mice over-express the p71 Numb isoform. A truncated protein similar to
dnNb had shown before a dominant negative effect ''. Also, we crossed dnNb TG mice
with Numb TG mice, to obtain mice that express at the same time both the dominant
negative and the full length Numb protein (dnNb x Numb TG mice). We expected that,
if dnNb really acted as a Numb dominant negative, mice expressing both dnNb and
Numb would resemble WT mice.

First, we wanted to verify that all the mice expressed the transgenic proteins. For
this, we took advantage of the fact that both the dnNb and the Numb construct contained
the human Myc tag. We used an anti-hMyc tag antibody in order to detect by western
blotting the transgenic protein in thymocytes of the three lines of mice described above.
We found that, while there was no detectable hMyc epitope in WT mice, both Numb and
dnNb TG thymocytes expressed large amounts of transgenic protein, and these could be
distinguished by their size, since dnNb is a truncated product (Fig. 3A). Taking
advantage of the size difference, we observed that dnNb x Numb TG mice expressed
both transgenic proteins (Fig. 3A). Additionally, we performed western blotting to detect
dnNb protein in DN thymocytes, and could confirm the expression of high quantities of
the transgenic protein in this cell subset (Fig. 3B).

The role of Numb in asymmetric division is related to the decision between
proliferation and differentiation, accordingly Numb deletion has resulted before in
precursor depletion. However, in other systems where cell countings are impossible, or
subpopulations cannot be characterized by flow cytometry, it has been difficult to assess
this question. The thymus constitutes an excellent model for this kind of studies, since
thymocytes can be easily disgregated and counted; moreover, thymocyte subpopulations

have been extensively characterized and can be easily analyzed by flow cytometry. On



the other hand, the thymus is a compact organ that can also be studied by microscopy.
Using these two complementary approaches on our transgenic model, we investigated
whether manipulation of functional Numb levels would result in any change in total
cellularity and/or the size of precursor subpopulations in the thymus.

We observed in Numb TG mice, compared with WT mice, an increase in
cellularity of both the DN and the DP compartments (Fig. 3C). Conversely, dnNb TG
mice showed a marked decrease in absolute numbers of these two thymic
subpopulations, as compared with WT mice (Fig. 3D). These same results were obtained
for two independent lines of either dnNb or Numb TG mice (Supplementary Fig. 2 and
our own observations). Since DP thymocytes do not divide, differences in DP cellularity
are normally originated at the DN stage, therefore we analyzed by flow citometry the
different DN thymocyte subpopulations. We observed an important block at the DN3
stage in dnNb TG mice, as compared with WT mice, with a 2-fold increase in the
percentage of DN3 and a 2-fold reduction in the percentage of DN4 thymocytes (Fig.
3E). This block was absent in Numb TG and was reverted by Numb over-expression in
dnNb x Numb TG mice, (Fig. 3E). The last result, together with the fact that dnNb x
Numb TG mice have normal thymic cell numbers (Fig. 3F), indicate that dnNb is
exclusively inhibiting Numb, and not other PTB containing proteins, since the sole
expression of Numb is able to revert the dnNb phenotype. Interestingly, we observed a
gradation in thymic cell numbers when functional levels of Numb increased, starting
with dnNb TG mice and ending with Numb TG mice (Fig. 3F). Together, these data
indicate, first, that certain levels of functional Numb are required to achieve a normal
transition from the DN to the DP stage during thymocyte development, and secondly,

that the quantity of Numb on thymocytes determines thymic size.



Impaired proliferation in the thymus of dnNb TG mice.

The results described above suggest that dominant negative Numb interferes
seriously with thymic development. We wanted to further investigate the mechanism by
which this occurs. Since both proliferation and pre-TCR signaling start during the DN3
stage, we wanted to study the possible effect of Numb inhibition on both processes. To
study thymocyte proliferation, we used the OP9 system >, which consists on two cell
lines, OP9 and OP9-DLI1, the later expressing a Notch ligand that enhances Notch
signaling and differentiation into the DP stage. This makes the system optimal for
studying DN thymocyte proliferation. Therefore, we labeled d15 fetal WT or dnNb TG
thymocytes with CFSE and co-incubated them with OP-9 or OP9-DL1 cells for 6 days.
While few thymocytes expressing CD4 and/or CD8 developed on OP9 cells after a 6-
day incubation, the number increased considerably for both WT and dnNb TG mice
when fetal thymocytes were incubated with OP9-DLI1 cells (Fig. 4A). As expected, very
few DN3 and DN4 cells developed on OP9 cells, but these numbers were higher when
incubated on OP9-DLI1 cells, and the observed DN3 block in dnNb TG thymocytes was
still observed (Fig. 4B). Thus, as previously described by Schmitt et al., normal
development up to the DP stage can be mimicked using the OP9-DLI1 system, and the
developmental difference between WT and dnNb TG thymocytes is preserved under
these conditions. Analysis of CFSE binding on the recovered thymocytes showed that
dnNb thymocytes had proliferated to a lesser extent than WT thymocytes (Fig 4C).
Thus, Numb inhibition results in decreased proliferative potential in DN thymocytes.

We wondered whether dnNb inhibited Numb by competing for specific Numb
binding sites, where dnNb would not be able to exert Numb function because of lack of
the C-terminus. Therefore, we analyzed Numb and dnNb localization on CD25+ fetal
thymocytes by confocal microscopy. The Numb antibody used in our studies is raised

against the Numb C-terminus, which is absent in the dnNb protein, therefore it only



recognizes endogenous Numb, while dnNb can be detected using an anti-Myc antibody,
that obviously does not detect endogenous Numb. We observed that, as we
hypothesized, dnNb is located at the cell membrane, and polarizes together with
endogenous Numb in CD25+ thymocytes (Fig. 4D). This is consistent with competence
between Numb and dnNb for binding sites, probably in this way dnNb partially blocks
Numb access to its physiological sites. This, together with the data on Numb/pre-TCR
colocalization in DN3 thymocytes, indicates that the dnNb protein interferes with

endogenous Numb function during pre-TCR signaling.

Increased Notch signaling and pre-TCR surface expression in dnNb TG DN
thymocytes

Given that Numb is a Notch inhibitor, we hypothesized that Numb inhibition
would result in an increase in Notch signaling, evidenced by increased Hes-1 mRNA
levels in thymocytes. This was, indeed, the result obtained by analyzing Hes-1
expression in WT and dnNb thymocytes by RT-PCR (Fig. 5A). Therefore, it can be
concluded that dnNb is competing with Numb for binding sites, and causing increased
Notch signaling. Given the observed parallelism in symmetric protein segregation
between Notch and pre-TCR and the fact that Numb co-localizes with the pre-TCR, we
wanted to investigate whether Numb inhibition would also enhance pre-TCR signaling,
in a similar way to its effect on Notch.

We first analyzed pre-TCR expression and localization in DN thymocytes of WT
and dnNb TG mice. We looked first at pre-TCR surface levels by flow cytometry using
an antibody against the pTa, chain, and observed that dnNb TG DN thymocytes express
higher pTa surface levels than WT DN thymocytes (Fig 5B). Increased pre-TCR levels
on the surface of developing thymocytes would result in enhanced pre-TCR signaling,

therefore we analyzed CDS5 (a marker of pre-TCR signaling) expression on DN



thymocytes of WT and dnNb TG mice. We found that CDS expression was also
increased at both the DN3 and DN4 stages in dnNb TG thymocytes, as compared with
WT thymocytes (Fig. 5B).

The fact that DN thymocytes in dnNb TG mice express higher surface pre-TCR
levels and present increased CDS5 expression strongly suggests that these cells receive
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enhanced pre-TCR signals, which may result in death or premature differentiation
order to assess whether a higher fraction of DN thymocytes is undergoing cell death in
dnNb TG compared to WT mice we performed Annexin-V staining and observed that
indeed, there is more cell death in DN thymocytes of dnNb TG mice (Fig. 5B).
However, the thymus of dnNb TG mice contained DP and SP thymocytes, indicating
that the developmental block in dnNb TG mice is not complete; we therefore wanted to
investigate how excessive pre-TCR levels affects those DN thymocytes that end up
developing into SP cells. In mice deficient for Numb and Numblike, neural progenitors
differentiate prematurely, before expanding °, therefore we analyzed this possibility in
dnNb TG mice. We hypothesized that DN thymocytes receiving enhanced pre-TCR
signaling would bypass the proliferation burst associated with the DN-DP transition,
differentiating prematurely into DP thymocytes, which would result in the observed
decrease in thymic size. Since DN thymocytes must down-regulate both CD25 and pre-
TCR levels previous to transitioning to the DP stage, an indicator of premature
differentiation would be high surface CD25 and/or pre-TCR expression at the DP stage.
Thus, we measured surface expression of these two proteins in DP thymocytes of WT
and dnNb TG mice. As expected, we observed increased surface levels of both proteins
in DP thymocytes of dnNb mice, as compared with WT mice (Fig. 5C). In addition,
CDS5 levels were also increased in DP thymocytes of dnNb TG mice (Fig. 5C). Using

TOPRO, we observed an increase of apoptotic nuclei, with the characteristic DNA

fragmentation, in dnNb TG fetal thymii, as compared with WT thymii (Fig. 5D and E).



Together, these results indicate that excessive pre-TCR signaling due to increased pre-
TCR surface levels induces cell death in a subset of DN thymocytes, and a premature
DN3-DP transition in the surviving DN thymocytes of dnNb TG mice.

We suspected that such changes in proliferation must affect the number of
thymocytes that are undergoing each stage of the cell cycle, therefore we counted the
number of metaphases and telophases on fetal thymic sections of WT, dnNb TG or
Numb TG mice, stained with TOPRO. We found more metaphases and less telophases
in dnNb TG than in WT fetal thymii, conversely there were less metaphases and more
telophases in Numb TG than in WT fetal thymii (Fig. 5F). This may indicate that
thymocytes progress faster through cell cycle in Numb TG mice than in either WT or

dnNb mice, while the opposite effect is caused by Numb inhibition in dnNb TG mice.

Defect in c-Cbl endosomal localization in dnNb TG DN thymocytes

In view of the data presented above, we hypothesized that dnNb must be
interacting (perhaps even more efficiently than endogenous Numb) with proteins (to
which endogenous Numb does normally bind) implicated in pre-TCR signaling in
thymocytes. If this happened, endogenous Numb would be excluded from sites where its
function is needed for normal development. The ubiquitin ligase c-Cbl is an essential
player in pre-TCR signaling and early thymocyte development *°, also it co-
immunoprecipitates with Numb 2*, therefore it is a likely candidate. There is a
remarkable parallelism between the c-Cbl/Cbl-b double KO and the dnNb TG
phenotypes, with reduced thymic size and abnormal pre-TCR surface expression on both
DN and DP thymocytes. In order to assess whether dnNb expression is affecting c-Cbl
localization in dnNb TG thymocytes, we stained 15-day WT and dnNb TG fetal thymic

sections using antibodies against Numb and c-Cbl. C-Cbl was expressed at high levels in

both WT and dnNb TG thymii. There was, however, an obvious difference in



localization: while c-Cbl was mostly localized in vesicles in fetal WT thymocytes, it was
mostly on the membranes of dnNb TG fetal thymocytes (Fig. 6A). Interestingly, Numb
expression presented a similar punctate pattern in WT thymii, however in contrast with
c-Cbl, this pattern was largely conserved in dnNb TG mice (Fig. 6A). When both
proteins were observed on the same image (Fig. 6A, Merge), there was an evident loss of
“yellow dots” (c-Cbl+ Numb+ vesicles) in daNb TG thymii, as compared with WT.
Detailed quantification of vesicles containing Numb, c-Cbl, or both in CD25+ fetal
thymocytes showed that, while the average number of Numb containing vesicles per cell
did not change in dnNb TG mice with respect to WT mice, there was an important
decrease in the average number of both c-Cbl+ and double positive Numb+/c-Cbl+
vesicles per cell in dnNb TG mice, as compared with WT mice (Fig. 6B).

We wanted to investigate whether the observed vesicles corresponded to
endosomes, therefore we stained fetal thymic sections with an antibody against
ubiquitin, together with either Numb or c¢-Cbl. We found that both Numb and c-Cbl
containing vesicles also contained ubiquitin (Fig. S3A and B). The fact that c-Cbl access
to endosomes is blocked in dnNb TG mice suggests, on one hand, that dnNb must be
able to access sites normally occupied by endogenous Numb and, on the other hand, that
dnNb must be able to displace endogenous Numb from those sites. These data indicate
that Numb may be a mediator in c-Cbl access to endosomes, therefore expressing a
truncated Numb protein blocks this process, thereby interfering with pre-TCR
degradation. This would result in more pre-TCR bound to ubiquitin on the surface of
dnNb TG CD25+ thymocytes than WT thymocytes, and this is exactly what we
observed by visualizing pre-TCR together with ubiquitin on fetal thymic sections (Fig.
6C). Also, we would expect changes in TCR localization in dnNb TG thymocytes. We
analyzed TCRp expression on CD25+ fetal thymocytes and could observe that TCRp is
expressed predominantly on the membrane in dnNb TG mice (Fig. S3C). This is in

agreement with the observed excessive pre-TCR signaling in dnNb TG thymocytes.



Symmetric Numb segregation in both Numb and dnNb TG mice

The data presented above indicate that dominant negative Numb interferes with
endogenous Numb access to endosomes, therefore dnNb over-expression should result
in the presence of increased quantities of endogenous Numb on the cell surface. The
same effect should be obtained by over-expressing full length Numb. This raised the
question of how would this affect Numb segregation during thymocyte division. In order
to assess this matter we performed confocal analysis of Numb and dnNb TG fetal
thymii. Visualization of Numb expression on cycling Numb TG CD25+ DN thymocytes
on fetal sections revealed homogeneous, high Numb expression on both daughter cells at
all stages of cell division (Fig. 7A, higher panels). Similar results were obtained in
dnNb TG mice (Fig. 7A, lower panels). Quantification of Numb signal on Z-stacks
corresponding to dividing DN3 thymic cells at the telophase stage of WT, Numb TG and
dnNb TG mice, using the method described above, showed that, while there was a high
degree of asymmetry in WT mice at telophase (higher than at the anaphase stage, see
Table 2), in both Numb TG and dnNb TG mice Numb was segregated in a more
symmetric fashion (Fig. 7B and Table 2). Given that Numb and dnNb TG mice show
opposite phenotypes in terms of thymic cellularity, the fact that dnNb TG mice show a
higher degree of symmetric Numb segregation seems irrelevant, since endogenous
Numb function is blocked by dominant negative Numb. It is rather a demonstration that
such block exists. Together, these data show that, during asymmetric division in the
thymus, it is not inherently the quantity of Numb inherited by each cell, but its
functionality as an internalization adapter, what determines the different daughter cell
fates. Therefore, Numb must be able to access the endosomes in order to exert its

function as a cell fate determinant.



DISCUSSION

Although asymmetric division is associated with precursor differentiation in an
increasing number of developing organs, the question of whether this also applies to
thymocyte development had remained elusive. We have explored this matter by
visualizing dividing thymocytes on frozen sections obtained from fetal thymii. We have
observed Numb asymmetric segregation in approximately 30% of dividing fetal
thymocytes, which is in good agreement with the observed pattern of Numb distribution
during mouse cortical neurogenesis " *°. The observation that both Numb and the pre-
TCR polarize early during the cell cycle was the first indication that Numb may play a
role in pre-TCR signaling. Localization of the pre-TCR on lipid rafts *’ and its
polarization associated with signaling ** had been observed before. This, together with
our own results, indicates that, despite its capacity to signal in a ligand-independent
fashion, the pre-TCR is probably able to signal more efficiently when the TCR signaling
machinery is polarized, and Numb seems to be associated to this machinery in DN
thymocytes. Also, the fact that most DN3 thymocytes at early stages of mitosis show
pre-TCR and Numb polarization indicates that pre-TCR signaling and cell division are
concomitant at the DN stage. However, at later stages of cell division, Numb and pre-
TCR distribution in the daughter cells differed. Together, these observations suggest a
dual function for Numb during thymocyte division: signaling adapter at earlier stages
versus cell fate determinant at later stages. Thus, in the case of asymmetric division, the
cell inheriting Numb would continue proliferating (because of lack of Notch and pre-
TCR signaling), while the cell without Numb would differentiate (as a consequence of
enhanced pre-TCR and Notch signaling). In fetal thymus it is, therefore, logical that just
30% of the thymocytes divide asymmetrically, since at this stage of development

proliferation should be promoted at the expense of differentiation. It is possible that at



later stages of development (e.g. adult thymus) differentiation may be promoted at the
expense of proliferation, by changing the rate between asymmetric and symmetric
division.

In this context, the partial block at the DN3 stage obtained in mice where Numb
and Numblike had been conditionally deleted (see Fig. 4C in *°) and the down-
modulation of Notch target genes in thymocytes of mice over-expressing Numb >’
support the idea that Numb may modulate important signaling events at early stages of
development. The mentioned studies must be interpreted in the light of the data showing
that as little as 5% of normal levels of Numb or Numblike are enough to guarantee
normal asymmetric division and development in Drosphila and mammalians *°, therefore
it should be only possible to inhibit Numb and Numblike by leaving no traces of
functional protein in the precursors. It is possible that this goal cannot be achieved
starting with precursors that express 100% of both Numb and Numblike by conditionally
deleting both genes at the same time. To avoid these problems related to knockout
models, we have used a different approach. A dominant negative protein binds to the
same ligands as the part of the endogenous protein used for the truncated construct, but
(unlike the endogenous protein) the dominant negative protein is functionally defective.
This may be achieved by different ways, for example mutation of active sites in
enzymes. In the case of dnNb TG mice, the dnNb protein should bind to the same
ligands as the Numb PTB, but any proteins that normally bind to the Numb C-terminus
will be excluded from these complexes. We have demonstrated this effect for ¢c-Cbl and
pre-TCR: both proteins are associated to endogenous Numb in endosomes of WT, but
not daNb TG DN thymocytes, therefore dnNb binds to them but is unable to bind to
endosomes. This is in agreement with the similarity of the c-Cbl/Cbl-b knockout and
dnNb TG thymic phenotypes. These data indicate a direct role for Numb in facilitating

c-Cbl access to the endosomes, which indirectly affects pre-TCR degradation and



signaling. It is important to note that protein degradation plays an essential role during
development ** and asymmetric division *"* **. The only difference between dnNb TG
and c-Cbl/Cbl-b double KO mice is that there are no changes in the degree of DN
thymocyte proliferation in c-Cbl/Cbl-b double KO mice, while dnNb TG thymocytes
proliferate less than WT thymocytes. This difference may be explained either by a
difference in experimental procedures (induction of proliferation in thymocytes versus
observation of steady state thymus) or because expression of dnNb results in enhanced
Notch signaling, in addition to its effect on c-Cbl. Another indication about the
mechanism by which dnNb blocks Numb function comes form visualization of
endogenous Numb localization in DN dnNb TG thymocytes. While dnNb shows
membrane and polarized distribution, parallel to pre-TCR, Numb localization is more
diffuse in premitotic thymocytes. This indicates that dnNb associates with pre-TCR
complexes and allows pre-TCR ubiquitylation, but does not allow its translocation to
endosomes because lacking the C-terminus. As a consequence, ubiquitylated pre-TCR
stays on the surface and does not circulate in dnNb TG mice, resulting in enhanced
signaling and premature differentiation. The fact that Numb over-expression
compensated the dnNb phenotype excluded the possibility that dnNb might be acting on
other adapter proteins containing a PTB. Besides, the opposite effects in terms of thymic
cellularity obtained by either inhibiting or over-expressing Numb support the idea that
Numb is a key factor in thymocyte decisions between proliferation and differentiation.
The data presented support a model in which Numb plays a key role in DN
thymocytes as modulator of Notch and pre-TCR signaling, to such an extent that the
balance between symmetric and asymmetric Numb segregation between daughter cells
ultimately determines thymic size. This is in agreement with the proposed role of
asymmetric division as a way to diversify cell progeny and to ensure correct cell

numbers in the adult organ *. It also supports the increasingly accepted idea that protein



ubiquitylation is a key process involved in development, and its alteration results in

multiple pathologies **.

METHODS

Mice, embryos and cell lines. 15d embryos or 4 week old mice were used for
experiments with fetal and adult thymus, respectively. OP9 and OP9DL cells were
provided by Dr. J.C. Zufiiga-Pfliicker. All experimental procedures involving mice were
performed in agreement with the CSIC Ethical Committee directives.

Antibodies. The following antibodies were obtained from BD Pharmigen: FITC anti-
CD25 (7D4), CD4 (L3T4), CD8 (53-6.7), CD5 (53-7.3), AnnexinV; PE anti-TCRJ
(H57-597), Lin [CD4 (RM4-5), CD8 (53-6.7), CD3 (145-2C11), CD11b (M1/70),
NKI1.1 (PK136), TCRB (H57-597), TCRyd (GL3), B220 (RA3-6B2)]; CyC anti-CD44
(IM7); Biotinylated anti-CD4 (RM4-5), CDS8 (53-6.7), pre-Ta (2F5), Fc Block (2.4G2),
IgG1l (A85-1). Biotinylated Myc-tag (9E10, Upstate). Biotinylated antibodies were
revealed with Streptavidin-APC (eBioscience). Monoclonal FITC anti-pan cytokeratin
was obtained from Sigma.

Western blotting. 1x10’ thymocytes were lysed in 100 ul NP40 cell lysis buffer
(Sigma) supplemented with protease inhibitor cocktail (Sigma) and 1mM PMSF for 30
min on ice. The lysates run on a NuPAGE 4-12% Bis-Tris Gel (Invitrogen) and
transferred to nitrocellulose, after membrane was blocked 30min at room temperature
whit blocking buffer (5% nonfat dry milk, PBS 0,1% Tween-20). Subsequently,
membrane was blotted for c-myc (9E10 Upstate), Numb (H70 Santa Cruz) or GADPH
(71.1 Sigma), after membrane was washed and incubate in secondary antibodies
coupled to HRP (Santa Cruz) and was detected by using enhanced chemiluminescence

(Bio-Rad)



Flow cytometry and intracellular staining. Adult or fetal thymocytes were washed
twice with PBS and then stained for 15 minutes at 4°C with antibodies. For intracellular
staining, cells were incubated with Cytofix/Cytoperm (BD Bioscience) and then stained
with antibodies. Analysis was performed on a FACs Calibur (Becton Dickinson). Files
were analyzed with software (FlowJo; Tree Star, Inc.).

CFSE labelling. Fetal thymocytes were incubated with 10 uM CFSE (Sigma) for 15
minutes at 37°C and then incubated with FBS for 1 minute. Afterwards, they were
washed twice with PBS before being plated onto OP9 or OP9DL monolayers (2x10°
cells/well in 24-well culture dishes). Cell division of CFSE-labelled cells was analyzed
by flow cytometry.

OP9/OPIDL co-cultures. Fetal thymocytes were cultured onto OP9/OP9DL
monolayers for 6 days at 37°C and 5% CO,, in the presence of 5Sng/ml IL-7 (RD
System). All co-cultures were maintained in complete a-MEM (Gibco) medium
supplemented with 10% FBS (Gibco) and antibiotics (Gibco).

Immunofluorescence and Confocal Microscopy. Fetal thymii were fixed with a 4%
paraformaldehyde solution in PBS, then washed with PBS and treated with a 20%
sucrose solution in PBS. After a second wash, the fetal thymii were immersed in O.C.T.
compound (Tissue Tek) and snap frozen using a mixture of 2-methylbutane (Sigma) and
dry ice. Afterwards, 10 um sections were obtained using a cryostat. The sections were
fixed with 4% paraformaldehyde in PBS, permeabilized with Triton-X100 and stained
with the indicated antibodies in a solution containing 5% normal goat serum and 3%
bovine serum albumin. Sections were mounted with ProLong Antifade (Molecular
Probes). The following primary antibodies were used for immunofluorescence:
polyclonal rabbit anti-Numb (Santa Cruz Biotechnology Inc.), monoclonal mouse anti-c-
Cbl (Santa Cruz Biotechnology Inc.), monoclonal mouse anti-CD25 (BD Pharmingen),

monoclonal mouse Ubiquitin (Biomol), rabbit anti-Ubiquitin (Sigma), monoclonal



mouse anti-pTa, monoclonal mouse anti-TCRB(BD Pharmingen), TOPRO-3 iodide
(Molecular Probes). The secondary antibodies used were anti-rabbit Alexa-647
(Molecular Probes), anti-rabbit Alexa-488 (Molecular Probes), anti-mouse Alexa-488
(Molecular Probes), anti-mouse Alexa-555 (Molecular Probes). The sections were
analyzed using a Leica TCS SP5 confocal microscope. Images were collected at 8-bit
depth, with a resolution of 1024 x 1024 pixels. Lif images were converted to TIFF files
and figures were presented using Adobe Photoshop 7.0 software. In some figures
contrast enhancement was used to make the published images easier to view. When this
was done, all images in the figure were treated equally.

Quantification of fluorescence staining in z-stacks of dividing cells. The software
LAS AF (Leica Microsystem) was used to analyse fluorescent images. Inside each
picture, one gate for each daughter cell was drawn, using CD25 as a marker, and
threshold intensities of total pixels were determined for Numb. The positively staining
pixels on each daughter cell were expressed as a percentage of the total pixels in the
sum of the two gates, for each picture. This was performed for all pictures of each z-
stack. As a result, each daughter cell was associated with a percent of positive pixels
(which corresponds to the percent of inherited Numb protein).

RNA Analysis. Total RNA from mice was extracted with RNasy Kit (Quiagen). RT-
PCR was carried out with a I Script cDNA Synthesis Kit (Biorad). The resulting cDNA
pool was amplified by 40 cycles of PCR. The RT-PCR primers used in this study were
mouse 18S (5" sense, CGGCTACCACATCCAAGGAA; 3' antisense,
GCTGGAATTACCGCGGCT ), Hesl (5' sense GCCAGTGTCAACACGACACCGG;
3' antisense, TCACCTCGTTCATGCACTCG). Fold differences were calculated after
normalizing cDNA levels of 18S transcripts each samples.

Statistical Analysis. Statistical comparisons were made using the Student ¢-test.

Differences were considered statistically significant if p <0.05.
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FIGURE LEGENDS AND TABLES

Figure 1- Asymmetric Numb segregation in dividing thymocytes. (A) CD4 and CD8
expression in fetal thymocytes of WT mice, analyzed by flow cytometry. (B) Confocal
image of a 15d fetal frozen thymus from a WT mouse stained with CD25 in red. (C)
Confocal images of mitotic WT fetal thymocytes stained with antibodies against
Numb (green), CD25 (red) and treated with TOPRO-3 iodide (blue). The images are
representative of at least three independent experiments. (D) Percentage of Numb
protein contained in each daughter cell at the anaphase stage. Quantification of Numb
signal was performed as indicated in Methods. DC #1 and #2 represent the daughter
cells that inherited more or less Numb on each z-stack, respectively. A total of ten
anaphases were analyzed.

Figure 2- Symmetric pre-TCR segregation in dividing thymocytes (A) Confocal
images of fetal mitotic thymocytes at the telophase stage stained with antibodies
against CD25 (red), pre-TCR (green) and treated with TOPRO-3 iodide (blue). (B)
Confocal images of fetal mitotic thymocytes at the prophase (upper panels) and
metaphase (lower panels) stages stained with antibodies against pre-TCR (red), Numb
(green) and treated with TOPRO-3 iodide (blue). (C) Confocal images of mitotic
Rag2-/- thymocytes in prophase, metaphase, anaphase and telophase stages stained
with antibodies against CD25 (red), Numb (green), and treated with TOPRO-3 iodide
(blue). The images are representative of at least three independent experiments.

Figure 3- Levels of functional Numb correlate with thymic cellularity. (A) Western-
blot analysis, using an anti-Myc tag antibody, of dnNb and p71 Numb expression in
thymus of WT, Numb TG, dnNb TG and dnNb x Numb TG mice. (B) Western-blot
analysis, using an anti-Myc tag antibody, of dnNb expression in DN thymocytes of

WT and dnNb TG mice. (C) Absolute numbers of DN and DP cell subsets in thymus



of WT (black) and Numb TG (grey) mice. (D) Absolute numbers of DN and DP cell
subsets in thymus of WT (black) and dnNb TG (grey) mice. (E) CD25 and CD44
expression in Lin- thymocytes of 4-week old WT, Numb TG, dnNb TG and dnNb x
Numb TG mice. (F) Total cell numbers in dnNb TG (grey), dnNb x Numb TG (white),
WT (black) and Numb TG (light grey) adult thymus. Means + SD of at least three
independent experiments are plotted.

Figure 4- Proliferation block in DN thymocytes of dnNb TG mice.

(A) Maturation of fetal (15d) thymocytes to the DP stage after 6 days of co-culture
with OP9 or OP9-Deltalike cells. The DP stage was monitored by expression of CD4
and CDS. (B) Differentiation of fetal DN thymocytes after 6 days of co-culture with
OP9 or OP9-Deltalike. Lin- thymocytes were stained with CD44 and CD25. (C) CFSE
expression in fetal thymocytes of WT (solid line) or dnNb TG (broken line) mice
cultured for 6 days over OP9-Deltalike cells. (D) Confocal images of fetal thymocytes
of WT (upper panels) and dnNb TG (lower panels) stained with Numb (green), dnNb
(anti-Myc, red) and CD25 (blue). Data are representative of at least three independent
experiments.

Figure 5- Increased surface pre-TCR levels, apoptosis and premature differentiation
in dnNb TG thymocytes. (A) HES-1 gene expression levels, measured by RT-PCR, in
WT (black) and dnNb TG (grey) thymocytes. (B) Pre-TCR (upper panel), CD5
(middle panel) and Annexin V (bottom panel) flow cytometry measurement of DN3,
DN4 or total DN WT or dnNb TG thymocytes. WT-solid line; dnNb TG- broken line.
(C) Pre-TCR (upper panel), CD5 (middle panel) and CD25 (lower panel) flow
cytometry measurement of WT or dnNb TG DP thymocytes. WT-solid line; dnNb TG-
broken line. (D) Confocal images of fetal thymic frozen sections treated with TOPRO-
3 to detect DNA. Apoptotic nuclei are marked with red arrows. (E) High

magnification images of the nuclei marked with red arrows in (d). (F) Average number



of metaphases (left panel) and telophases (right panel) per fetal thymic section of WT
(black), dnNb TG (dark grey) or Numb TG (light grey) mice. All data are
representative of at least three independent experiments.

Figure 6- Less endosomal Numb and more ubiquitylated membrane pre-TCR in fetal
dnNb TG thymocytes. (A) Confocal images of fetal thymic frozen sections stained with
antibodies against Numb (red), c-Cbl (green) and CD25 (blue). (B) Average number of
CD25" cells containing from zero to four c-Cbl+, Numb+ and c-Cbl+Numb+ vesicles.
Four independent images for each (WT and dnNb TG thymii) were processed. For co-
localization, analysis masks for c-Cbl (green color) and for Numb (red color) were
made with Photoshop 7.0. Numbers of vesicles per CD25" cell in each mask were
counted. The same analysis was performed in masks containing Numb and c-Cbl
together (yellow color). An average of 34 and 45 CD25" cells per image were counted
for WT (black bars) and dnNb TG (grey bars), respectively. (C) Confocal images of
fetal thymic frozen sections of WT (left panel) or dnNb TG (right panel) mice, stained
with antibodies against ubiquitin (red), pre-TCR (green) and CD25 (blue). White
arrows point to cells with intracellular ubiquitin+/pre-TCR+ vesicles (left panel) or
membrane ubiquitint/pre-TCR+ accumulations (right panel). All data are
representative of at least three independent experiments.

Figure 7- Symmetric Numb segregation in Numb and dnNb TG DN thymocytes. (A)
Confocal images of mitotic Numb TG (upper panels) or daNb TG (lower panels) fetal
thymocytes at metaphase, anaphase and telophase stages stained with antibodies
against CD25 (red), Numb (green) and treated with TOPRO-3 iodide (blue). The
images are representative of at least three independent experiments. (B) Percentage of
Numb inherited by each daughter cell at the telophase stage in WT (#), Numb TG (e)
and dnNb TG (A) mice. A total of 10 (WT and Numb TG mice) and 6 (dnNb TG

mice) Z-stacks were analized.



Figure S1- pre-TCR staining is absent in DP and SP WT thymocytes (A) Low
magnification and (B) High magnification confocal pictures of adult thymic sections
stained with pre-TCR (red), cytokeratin (green) and CD4 (blue).

Figure S2- Reduced thymic size and differentiation block in mice expressing dnNb
(line H3). (A) Analysis by flow cytometry using an anti-Myc tag antibody of dnNb
expression levels in WT (solid line) and dnNb TG (broken line) thymocytes; (B) Total
cell numbers of thymus and DN, DP thymic cell numbers in WT (black) and dnNb TG
(grey) mice. Means + SD of three independent experiments were plotted.

Figure §3 — Numb/Ubiquitin and c-Cbl/Ubiquitin co-localization in vesicles of WT
thymus and increased TCRf expression in dnNb TG mice. (A) Confocal images of WT
fetal thymic frozen sections stained with antibodies against ubiquitin (red), Numb
(green) and CD25 (blue). (B) Confocal images of WT fetal thymic frozen sections
stained with antibodies against ubiquitin (red), c-Cbl (green) and CD25 (blue). (C)
Confocal images of fetal thymocytes stained with antibodies against pTa (red), TCRf
(green) and treated with TOPRO-3 iodide (blue). All images are representative of at

least three independent experiments.



Table I. Percentages of Numb in each daughter cell at anaphase

DC# 1 DC# 2 DC#1/DC#2
60,69 39,00 1,56
55,44 44,56 124
54,00 46,00 1,17
53,00 47,00 1,13
52,86 47,14 1,12
52,75 47,25 1,12
51,56 48,44 1,06
51,30 48,70 1,05
51,00 49,00 1,04

50,72 49,27 1,03




Table Il. Percentages of Numb inherited by each daughter cell at telophase

WT Numb TG dnNb TG
DC#1 DC#2 DC#1 DC#2 DC#1 DC#2
71,36 28,64 58,77 41,23 59,50 40,50
65,14 34,86 56,90 43,00 59,32 40,68
60,00 40,00 56,00 44,00 54,00 46,00
58,49 41,51 56,00 44,00 52,91 47,09
58,00 42,00 54,52 45,48 52,72 47,28
57,00 43,00 53,32 46,68 52,00 48,00
53,60 46,39 53,00 47,00
53,44 46,56 52,40 47,60
53,24 46,76 52,20 47,80
51,96 48,04 50,34 49,66
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