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RESUMEN

Las  c6lulas  dendrfticas juegan  un  papel  primordial  en  la  polarizaci6n

ThlITh2 de la respuesta inmune,  puesto que estas celulas son capaces de

integrar y decodificar las sefiales provenientes del pat6geno a trav6s de sus

receptores de reconocimiento de patrones conservados.  La secreci6n de lL-

12 por las c6Iulas dendriticas constituye  un factor esencial en la generaci6n

de   linfocitos   Thl.   Por   el   contrario,   se   postula   que   la   generaci6n   de

respuestas Th2 ocurre en ausencia de IL-12 o debido a la presencia de lL-4

•durante   la   activaci6n   de   ]infocitos   T.   Sin   embargo,   se   ha   descrito   [a

existencia   de   mecanismos   independientes   de   estas   citoquinas   en   la

generaci6n de respuestas Thl  y Th2.  Por otro lado y mss recientemente, se

ha   vinculado   a   la   via   de   sefializaci6n   Notch,   en   la   polarizaci6n   de   la

respuesta  inmune.  Estas investigaciones  proponen  un  rol  a  la  expresi6n  de

los  ligandos  de  Notch,   Delta-like  y  Jagged  por  c6Iulas  dendriticas  en  la

generaci6n de respuestas tipo Thl y Th2 respectivamente.

Ademas    de    las    sefiales    que    las    c6Iulas    dendrfticas    obtienen

directamente  del  pat6geno,   estas  tambi6n  serian  capaces  de  responder

frente  a  sefiales  que  derivan  de  otras  c6Iulas  del  sistema  inmune.   Las

evidencias indican que linfocitos T,  8 y celulas NK afectan la polarizaci6n de

la respuesta inmune medianfe un efecto directo sobre la celula dendritica.

En base a estos antecedentes, en este trabajo se planted la hip6tesis

que los linfocitos 8 y linfocitos T modulan la expresi6n de Jagged y Delta-like
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en  las c6lulas dendriticas y de esta manera influyen en la polarizaci6n de la

respuesta inmune.

Nuestros  estudios  de  la  expresi6n  de  los  ligandos  de  Notch  en  las

c6Iulas  del  sistema  inmune  demostraron  que  Delta-like  4  se  expresa  en

c6Iulas  dendriticas  tratadas  con  estimulos  Thl   mientras  que  Jagged  2  se

expresa  en  c6lulas  dendriticas  tratadas  con  estimulos  Th2.  Dentro  de  las

citoquinas estudiadas, s6lo lL-4 (una citoquina Th2) potenci6 Ia expresi6n de

Jagged  2,  Io  cual  refuerza  la  idea  de  que  este  ligando  esta  involucrado  en

respuestas Th2. A pesar de estos antecedentes,  no se logr6 detectar Notch

1  en la superficie de los linfocitos T CD4+, incluso despu6s de ser activados.

Sorpresivamente,  Notch 1  si se expresa en la superficie de linfocitos T CD8+

y revel6 ser un regulador de la proliferaci6n y producci6n de lFN-y por estas

c6Iulas.  Adn  cuando  se  detect6  un  porcentai.e  de  c6lulas  dendriticas  que

expresan  Notch  1, esta via no parece estar relacionada con la expresi6n de

marcadores   de   activaci6n   ni   en   la   producci6n   de   citoquinas   por  estas

celulas.

Al   analizar  el   efecto   de   los   linfocitos   8   en   la   polarizaci6n   de   la

respuesta   inmune,   se   determin6   que   s6Io   ejercen   un   efecto   discreto,

favoreciendo las respuestas Thl.  Luego de la interacci6n con linfocitos 8 las

c6lulas  dendriticas  aumentaron  la  expresi6n  de  Delta-like   1   y  Jagged  2,

Iigandos asociados con respuestas Thl  y Th2 respectivamente.

De acuerdo con datos de la literatura,  nuestros resultados indican que

los linfocitos Thl  favorecen la generaci6n de  respuestas Thl  y los  linfocitos

Th2   favorecen   la   generaci6n   de   respuestas   Th2.   Sin   embargo,   tanto
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linfocitos  Thl  como  Th2  indujeron  fuertemente  [a  expresi6n  de  Delta-like 4

en DCs.  La inducci6n de Delta-like 4 probablemente se debe a la interacci6n

CD40/CD40L durante el  contacto entre la c6lula dendrftica y el  linfocito T.  A

pesar de lo esperado,  no observamos una inducci6n preferencial de Jagged

2  en  c6lulas  dendriticas  activadas  con  linfocitos  Th2  ni  de  Delta-like  4  en

c6lulas dendrfticas activadas con linfocitos Thl .  Estos datos sugieren que si

bien  Jagged  2  y  Delta-like  4  poseen  un  rol  en  la  polarizaci6n  ThlITh2,  Ia

inducci6n   de   estos   ligandos   en   c6lulas   dendriticas   no   es   parfe   del

mecanismo utiljzado por los linfocitos para modular la respuesta inmune.
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ABSTRACT

Dendritic cells  play a key role on T ce[[  polarization,  due to their ability

to  integrate  and  decode  signals  derived  from  the  pathogen  through  their

conserved  pattern  recognition  receptors.  IL-12 secretion  by dendritic cells  is

the  main  factor  driving  Thl   polarization.  On  the  other  hand,   it  has  been

postulated  that  Th2   responses  arise  when  T  cells   are   activated   in  the

absence   of  IL-12   or   in   the   presence   of  lL-4.   However,   lL-12   and   lL-4

independent polarization  mechanisms  have  also  been  suggested.  Recently,

Notch  signaling  pathway  has  been  involved  on  T  cell  polarization.  There  is

evidence supporting the role of Delta-like and Jagged expression by dendritic

cells in Thl  and Th2 responses respectively.

In addition to the signals that the dendritic cells obtain directly from the

pathogen, they are also able to respond to signals derived from other cells of

the  immune  system.  There  is  enough  evidence  suggesting  that  8  cells,  T

cells and NK cells bias the polarization of the immune response through their

direct interaction with dendritic cells.

Based  on  these  findings,  it  is  possible to  suggest that  8  cells  and  T

cells have an effect on the polarization  of the immune response through the

regulation of Notch ligands' expression on dendritic cells.

The   analysis   of  Notch   ligand   expression   on   different  cells   of  the

immune  system  showed  that  Delta-like  4  and  Jagged  2  are  expressed  on

dendritic   cells   following   activation   with   Thl   and   Th2   promoting   stimuli.

Moreover,  only  lL-4,  a Th2  hallmark  cytokine  induced  Jagged  2  expression
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on dendritic cells, a fact that reinforces the idea that this ligand is involved on

Th2  responses.  In  spite  of  previous  studies,  Notch  1  was  not  detected  ori

CD4+  T  cells,  even  after these  cells  were  activated.  Surprisingly,  Notch  1

was detected  on  CD8+ T cells  and we showed that this pathway is involved

on   proliferation   and   lFN-y  production   by  these   cells.   Notch   1   was   also

detected  on  a  population  of  dendritic  cells,   however  the  inhibition  of  the

Notch  pathway  did  not  have  an  effect  on  activation  markers  nor  cytokine

secretion by dendritic cells,

When   analyzing   the   effect   of   8   cells   on   T   cell   polarization,   we

observed   that   these   cells   only   exert   a   discrete   effect,   favoring   Thl

responses. After the interaction with 8 cells,  dendritic cells mainly upregulate

Delta-like  1  and Jagged 2  expression,  ligands associated with Thl  and Th2

responses respectively.

]n  agreement  with  previous  evidence,   our  data  indicates  that  Thl

lymphocytes favor Thl  responses while Th2 cells favor Th2 responses.  Both,

Thl  and  Th2  cells  strongly  upregulated  Delta-like  4  expression  on  dendritic

cells.  This  upregulation  is  probably due to  CD40/CD40L interaction  during  T

cell and dendritic cell contact.  ]n contrast with what was expected, there was

no  preferential  upregulation  of Jagged  2  on  dendritic cells  activated  by Th2

cells  nor  Delta-like  4  on  dendritic  cells  activated  by  Thl  cells.  These  data

suggest that although  Jagged  2  and  Delta-like 4  may  be  involved  on  T cell

polarization, the induction of these ligands on dendritic cells is not one of the

mechanisms used by lymphocytes to modulate the immune response.
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lNTRODUCCION

La po[arizaci6n de la respuesta inmune

El sistema inmune se caracteriza por tener [a capacidad de combatir y

eliminar  una  gran  variedad  de  pat6genos.  La  efectividad  de  la  respuesta

inmune depende de la activaci6n de mecanismos apropiados para cada tipo

de  pat6geno  al  cual  el  organismo  ha  sido  expuesto.  La  activaci6n  de  los

diferentes  mecanismos  de  defensa  se  conoce  como  la  polarizaci6n  de  la

respuesta  inmune  e  involucra  la  participaci6n  de  un  subtipo  de  linfocitos  T

(LT) denominados LT CD4+ (Kalinski et al.1999).

Los   LT   CD4+   son   participantes   esenciales   durante   la   respuesta

inmune   adaptativa,   puesto   que   son   los   encargados   de   seleccionar   y

coordinar  al  resto  de  las  c6lulas  efectoras  durante  el  transcurso  de  una

respuesta  inmune.  Una  vez  que  ha  reconocido  el  antigeno  presentado  en

una   mol6cula   de   histocompatibilidad   de   clase   11   (MHC-II),   el   LT   CD4+

comienza   un  programa  de  diferenciaci6n.   Este  proceso  depende  de  las

citoquinas  presentes  durante  el  reconocimiento  antig6nico,  pudiendo  el  LT

CD4+  diferenciarse  en  al  menos  tres  linajes  diferentes;  linfocito  T  helper  1

(Thl), T helper 2 (Th2) o T helper 17 (Thl7) (Murphy and Reiner 2002;  Kaiko

et al.  2008).  Los linfocitos Thl  se caracterizan por secretar citoquinas como

lFN-y, TNF-or y linfotoxina,  Ias cuales son esenciales en erradicar pat6genos

intracelulares.  Los linfocitos Th2 por otra parte producen lL-4,  lL-5,  lL-6 e lL-

13,  citoquinas que poseen un rol crucial en la producci6n y cambio de clase



de anticuerpos y en la eliminaci6n de pat6genos extracelulares. Los linfocitos

Thl7    principalmente    secretan    IL-17    y    poseen    un    rol    en    procesos

inflamatorios  y  en  la  activaci6n  de  neutr6filos  en  el  combate  de  bacterias

extracelulares  (Murphy  and  Reiner  2002;   Szabo  et  al.  2003;   Kaiko  et  al.

2008).

Es tal la importancia de la selecci6n del mecanismo apropiado durante

la   eliminaci6n   del   pat6geno,   que   algunas   cepas   de   ratones   que   se

caracterizan   por  favorecer   respuestas   Th2   (Balb/c)   son   ineficientes   en

erradicar   un   pat6geno   intracelular   como   Le/.shman/.a   rna/.or,   el   cual   es

erradicado  facilmente  por  cepas  que  favorecen  respuestas  Thl  (C57BL/6)

(Reiner and Locksley 1995).

Las c6lulas dendriticas

Las  c6lulas  dendriticas  (DCs)  son  consideradas  los  centinelas  del

sistema  inmune,  puesto que se encuentran en  la  periferia y en  los sitios de

entrada de los  pat6genos  como  piel y mucosas.  En  la  periferia,  las  DCs se

encuentran  en  un  estado  inmaduro  y  se  caracterizan  por  ser  altamente

fagocfticas   y   pobres   presentadoras   de   antigenos,   siendo   capaces   de

distinguir  una   gran   variedad   de   microorganismos   debido   a   que   poseen

receptores que reconocen patrones moleculares conservados caracteristicos

de  pat6genos.  Luego  del  reconocimiento  del  pat6geno,  las  DCs  inician  un

programa  de  maduraci6n  y  migraci6n   hacia  el   6rgano   linfoide  drenante,

donde   pueden   presentar   los   antfgenos   derivados   del   pat6geno   en   el



contexto de mol6culas de MHC de clase I y 11 de manera de activar LT CD8+

y CD4+ especificos para el antigeno. AI momento de llegar al 6rgano linfojde

secundario,  las  DCs  se  han  transformado  en  excelentes  presentadoras  de

antigenos,  debido  a  que  presentan  una  alta  expresi6n  de  mol6culas  co-

estimulatorias  y  poseen  la  capacidad  de  secretar  grandes  cantidades  de

citoquinas (Banchereau and Steinman 1998; Mellman and Steinman 2001).

A diferencia  de  otras  c6lulas  presentadoras  de  antigeno  del  sistema

inmune  como  los  linfocitos  8  (LB)  y  macr6fagos,  las  DCs  son  las  dnicas

c6lulas  capaces  de  activar  LT virgenes,  caracteristica  que  les  ha  valido  la

denominaci6n    de    c6lulas    presentadoras    de    antigenos    profesionales

(Banchereau and Stejnman 1998;  Mellman and Steinman 2001).

Ademas de participar activamente en el inicio de la respuesta inmune

adaptativa,   las   DCs   participan   en   procesos   de   la   inmunidad   innata,   al

producir grandes cantidades de citoquinas como lL-12 e interferones de tipo

I y 1] Iuego de la interacci6n con e[ pat6geno (Mellman and Steinman 2001).

Generaci6n de respuestas Thl y Th2

Las    citoquinas    presentes    durante    la    activaci6n    del    LT    CD4+,

constituyen  el  factor  determinante  en  la  generaci6n  de  respuestas  Thl  y

Th2.  De esta manera,  cuando  un  LT CD4+ virgen  es activado en  presencia

de lL-12,  inicia un programa de diferenciaci6n que cu]mina con la generaci6n

de un linfocito Thl  (Ho and Glimcher 2002).  Este programa de diferenciaci6n

es  activado   a  trav6s  de   la  cascada   de  sefializaci6n   lL-12/STAT4  y  se
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caracteriza por estar regulado por el factor de transcripci6n T-bet (Jacobson

et al.1995;  Szabo et al. 2000). T-bet a su vez permite inducir la expresi6n de

la  cadena  or del  receptor para  IL-12 e  induce  la transcripci6n  del  locus  que

codifica  para  lFN-y,   citoquina  clave  en   las  respuestas  Thl   (Murphy  and

Reiner 2002). Por el contrario, si durante la activaci6n el LT ha sido expuesto

a  lL-4,  6ste  se  diferenciara  en  un  linfocito  Th2  (Hsieh  et al.  1992).  En  este

caso,   la   diferenciaci6n   es   activada   por  la   cascada   de   sefializaci6n   lL-

4/STAT6  y  los  factores  de  transcripci6n  involucrados  son  miembros  de  la

familia NFAT,  c-MAF y GATA3 (Kaplan et al.1996; Zheng and  Flavell  1997).

GATA3   por   su   parte,   regula   la   expresi6n   de   una   serie   de   citoquinas

caracteristicas de fenotipos Th2 (Ho and Glimcher 2002;  Murphy and Reiner

2002).

Numerosos  estudios  han  demostrado  que  las  DCs  juegan  un  papel

importante  en  la  polarizaci6n  de  la  respuesta  inmune,   puesto  que  estas

celulas  son  capaces  de  integrar y  decodificar  las  sefiales  provenientes  del

pat6geno, de los tejidos y de otras c6lulas del sistema inmune de manera de

iniciar  una  respuesta  inmune  efectiva  (Kalinski  et  al.   1999).   Sin  duda,   el

mecanismo mss importante en la determinaci6n de las citoquinas producidas

por las  DCs y por lo tanto en el tipo de respuesta ThlITh2 generada,  tiene

que  ver  con   la   naturaleza   del   pat6geno.   Existen   varios   reportes   en   la

literatura  que indican  que  la  generaci6n  de  respuestas  Thl  6 Th2  por  DCs

depende en gran parte del pat6geno o de algt]n componente de 6ste al cual

ha sido expuesta. De esta forma, compuestos derivados de pat6genos como

Zymosan (glicano derivado de la pared celular de levaduras),  SEA (antigeno
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soluble de huevo de Sch/.sfosoma manson/) o toxina del c6lera son eficientes

en la generaci6n de respuestas Th2, mientras que el LPS (lipopolisacarido) y

CpG  (DNA bacteriano)  predominantemente inducen  respuestas Thl  (Huang

et al. 2001 ; de Jong et al. 2002;  Manickasingham et al. 2003).

La  generaci6n  de  respuestas  Thl   y  Th2  es  un  proceso  bastante

complejo,  puesto que se ha descrito la existencia de mas de un mecanismo

determinante en  [a polarizaci6n  de la respuesta inmune,  entre [os cuales se

encuentran  la  duraci6n  de  la  interacci6n  del  receptor de  linfocitos  T  (TCR)

con  el  complejo  MHC-p6ptido  (lezzi  et al.1999;  Rogers  and  Croft  1999),  el

nivel  de  expresi6n  de  mol6culas  co-estimulatorias  (Rulifson  et  a].   1997)  e

incluso el origen de las DCs (Maldonado-Lopez et al.1999).

Existencia   de   mecanismos   independientes   de   ]L-12   e   IL14   en   la

generaci6n de respuestas Thl y Th2

Las DCs producen grandes cantidades de lL-12 cuando son activadas

con  pat6genos  intracelulares  o  algunos  de  sus  componentes,   lo  cual  da

cuenta  del  rol  de  estas  celulas  en  la  generaci6n  de  respuestas  Thl  (Sher

and  Reis  e  Sousa  1998).  Sin  embargo,  no  existen  evidencias  que  indiquen

que    las    DCs    producen    IL-4.    Los    grandes    productores    de    IL-4   son

precisamente los linfocitos Th2,  por lo cual se ha propuesto que la fuente de

IL-4  necesaria  para  la  generaci6n  de  linfocitos  Th2  podrfa  venir  de  ellos

mismos (Amsen et al. 2004).  Esto explicaria el feedback positivo en este tipo
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de  respuestas,  pero  adn  asi  queda  por  resolver  c6mo  son  iniciadas  las

respuestas Th2.

Habiendose   descrito   que   IL-4   es   esencial   en   la   generaci6n   de

respuestas  Th2,  varios  reportes  sugieren  que  las  respuestas  Th2  pueden

ocurrir  de  manera  independiente  de  esta   citoquina.   Por  ej.emplo,   se   ha

descrito  que  al  ser  infectados  con  pafasitos,  tanto  ratones  knochot/i  para

STAT6 como ratones que carecen de la cadena or del receptor para IL-4 son

capaces de generar respuestas Th2 (Noben-Trauth et al.1997;  Finkelman et

al. 2000).

La  capacidad  de  generar  respuestas  Th2  pareciera  entonces  estar

asociada  a  la  misma  DC,  puesto  que  c6lulas tratadas  con  componentes de

parasitos, toxina del c6lera o  Prostaglandina E2 (PGE2) inducen respuestas

Th2 de manera independiente de lL-4 (de Jong et al. 2002).  Esto sugiere que

adn  existen  factores  desconocidos  involucrados  en  la  generaci6n  de  las

respuestas Th2.

Tambi6n  se  han  descrito  mecanismos  independientes  de  IL-12  en  la

inducci6n de respuestas Thl ,  luego que un grupo de investigaci6n demostr6

que  es  posible  generar  respuestas  Thl   en  ratones  knockout  para  lL-12

(Jankovic et al. 2002).

La via Notch

La  via  Notch  fue  inicialmente  descrita  en  Drosaph/./a  me/anogasfer,

donde  moscas  haploinsuficientes  exhiben  cortes  o  muescas  en  sus  alas
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(Maillard   et  al.   2005).   Hoy  en   dia   se   sabe   que   Notch   regula   diversos

aspectos  de  la  diferenciaci6n  celular  en  organismos  multicelulares.   En  el

embri6n,  controla  los  procesos  de  inhibici6n  lateral,  especificaci6n  lateral  y

formaci6n  de  bordes.  Estos  procesos dependen de factores como  la dosis,

contexto y temporalidad en la activaci6n de la via (Hoyne 2003).  La mayoria

de los aspectos de Notch en invertebrados son recapitulados en mamiferos,

donde  esta  via  cumple  diversas  funciones  en  el  desarrollo  normal  como

tambi6n en enfermedades (Maillard et al. 2005).

Las diversas funciones de Notch son mediadas a trav6s de una via de

sefializaci6n conservada en  la cual  los  receptores de transmembrana  Notch

sufren  de  prote6Iisis  regulada y traslocaci6n  del segmento citoplasmatico  al

ndcleo donde activan  la transcripci6n de varios genes.  Existen 4 receptores

Notch   en   mamfferos   (Notch   1-4)   los   cuales   poseen   diversos   dominios

conservados.    La   fracci6n   extracelular   de   Notch   consiste   en   29   a   36

secuencias  de  tipo  EGF  que  se  unen  a  sus  ligandos  a  trav6s  del  dominio

DSL  (Delta-Serrate-Lag2).  En  la  porci6n  extracelular,  los  receptores  Notch

poseen    ademas    un    dominio    llamado    LIN12/Notch    que    previene    la

sefializacj6n   independiente   del   ligando.   La   porci6n   intracelular  de   Notch

contiene  dominios  que  median  la  transducci6n  de  sefiales  y  que  incluyen

dominios   tipo   RAM   y   Ankirina   que   le   permiten   interactuar   con   otras

proteinas.     La    porci6n    intracelular    ademas    contiene    secuencias    de

localizacj6n   nuclear  y   un   dominjo   PEST  que   regula   la   estabilidad   de   la

proteina (Lai 2004).
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La  uni6n  de  Notch  con  sus  ligandos  inicia  dos  eventos  de  corte  que

permiten  la  liberaci6n  de  la  porci6n  intrace]u[ar de  Notch.  E]  primer corte es

dependiente  de  metaloproteasas  y  ocurre  extracelularmente.   El  segundo

corte ocurre en el dominio de transmembrana y es mediado por un complejo

multiproteico   que   contiene   actividad   y-secretasa.   Los   inhibidores   de   la

actividad  y-secretasa  o  la  p6rdida  de  alguna  de  las  proteinas  del  complejo

previenen la sefializaci6n a trav6s de Notch (Wolfe 2001 ;  Fortini 2002).

Luego  del  segundo  corte,  el  domjnio  intracelular  de  Notch  viaja  al

ndcleo donde se une al factor de transcripci6n CSL/RBP-j.  En ausencia de la

porci6n  intracelular  de  Notch,  CSL/RBP-j  recluta  correpresores  e  inhibe  la

transcripci6n  g6nica.   Cuando  e[  dominio  intracelular  de   Notch  se   une  a

CSL/RBP-j,  se  acopla  a  proteinas  de tipo  MAML  (Masferm/.nd-/t.ke prole/.ns)

que  reclutan  activadores  transcripcionales  como  p300,  formando  un  gran

complejo  molecular que favorece  la transcripci6n  de varios  genes  (Fryer et

al.  2002).  Los  blancos  de  Notch  mss  estudiados  incluyen  los  represores

transcripcionales de la familia de  Hes (Ha;.ry/Enhancer of Sp/t.I Homo/ogue).

Sin  embargo,  recientemente  se  ha  descrito  que  Notch  tambi6n  regula  la

expresi6n de proteinas esenciales en la activaci6n y diferenciaci6n de los LT

como  NF-KB,  T-bet,  lFN-y,  CNS2  (enhancer de  IL-4)  y  GATA3  (Fang  et  al.

2007; Osborne and Minter 2007).

En  Drosapht./a  me/anogasfer  existe  s6Io  un  receptor  Notch  y  dos

ligandos  posibles;  Serrate  y  Delta  mientras  que  en  mamiferos  existen  dos

ligandos de tipo Serrate llamados Jagged  (Jagged  1  y 2) y tres ligandos tipo

Delta  denominados  Delta-like  (DLL1,  3  y 4).  Todos  estos  ligandos  tambi6n
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son  proteinas  de  transmembrana  con  dominios  extracelulares  que  poseen

repetidos  de  tipo  EGF  y  un  dominio  N-terminal  DSL  con  el  cual  interactdan

con  Notch.   Los  dominios  intracelulares  son  muy  poco  conservados  pero

poseen funciones importantes (Maillard et al. 2005).

Se ha propuesto que la via Notch tendria un papel importante durante

el  desarrollo linfocitario y en  procesos de diferenciaci6n y activaci6n de  LT y

LB   perifericos   (Mail]ard   et  al.   2005).   El   ana[isis   de   la   expresi6n   de   ]os

componentes  de la via  Notch  en  celulas  del  sistema inmune revel6 que los

LT CD4+ virgenes expresan el RNA mensajero de Notch 1  y Notch 2 (Hoyne

et  al.  2000;  Amsen  et  al.  2004)  y  que  los  niveles  de  mRNA  de  todos  los

receptores  Notch  aumentan  luego  de  la  activaci6n  antig6nica  (Adler  et  al.

2003).  Por otra parte, el estudio de la expresi6n de los ligandos de Notch en

c6lulas presentadoras de antigeno demostr6 que las DCs de bazo expresan

DLL1,   DLL4  y  Jagged   2   (Yamaguchi   et  al.   2002).   Otros   investigadores

demostraron  la expresi6n de los  RNA mensajeros de Jagged  1  y Jagged 2

pero  no de  DLLl  ni  DLL4 en  DCs  derivadas de  m6dula  6sea  (Amsen  et al.

2004).

Un estudio reciente ha investigado mas profundamente la localizaci6n

de  Notch  y  sus  ligandos  durante  la  interacci6n  entre  la  DC  y  el  LT.  Este

reporte   demuestra   que   Notch   y   sus   ligandos   se   localizan   tanto   en   la

membrana celular del LT como de la DC, lo cual genera la interrogante sobre

cuales  son  los  mecanismos  que  evitan  la  interacci6n  de  Notch  con  sus

ligandos  en  una  misma  c6lula.  Los  datos  indican  que durante  [a  interacci6n

del   LT   con   la   DC,   Notch   se   localiza   en   la   zona   central   de   sinapsis
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inmunol6gica en el LT,  mientras que en la DC,  Notch se ubica en zonas mas

perifericas  de  la  sinapsis.  Ademas,  los  datos  demuestran  que  durante  la

formaci6n de la sinapsis inmuno[6gica, tanto los  LT como las DCs reflejan la

activaci6n  de  esta  via.  Esto  demuestra  la  existencia  de  una  conversaci6n

cruzada entre las DCs y los LT mediante la via Notch (Luty et al. 2007).

La via Notch en la linfopoyesis

La   via   Notch   ha   sido   ampliamente   estudiada   en   el   proceso   de

desarro[[o  linfocitario.  En  ausencia  de  Notch  1,  los  precursores  linfocitarios

que entran ah timo se transforman  en  LB al  no  [ograr iniciar un  programa de

diferenciaci6n  hacia  LT  (Radtke  et  al.  1999).  Asimismo  se  ha  descrito  que

ratones  deficientes  en  CSL/RBP-j  poseen  un  nLlmero  elevado  de  LB  en  el

timo  (Han  et al.  2002).  En  experimentos  complementarios se demostr6 que

la  expresi6n  forzada  de  una  forma  activa  de  Notch  1  en  precursores  de

m6dula  6sea  favorece  el  desarrollo  de  LT  a  expensas  de  los  LB  (Pui  et al.

1999).

Adicionalmente,  algunos  estudios  han  revelado  un  rol  primordial  de

Notch en la decisi6n de la selecci6n del tipo TCR (7-ce// recap for) ore/y8 por

el  LT.   Experimentos  con  ratones  condicionales  kr}ockouf  para  CSL/RBP-j

demostraron   un   aumento   en   el   porcentaje   de   c6Iulas  T  y6   en   el   timo

(Tanigaki  et  al.  2004).  Por otra  parte,  ratones  que  poseen  progenitores  de

m6dula  6sea  deficientes  para  Notch  demostraron  una  reducci6n  importante
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en  el  porcentaje  de  c6lulas  T  ore  en  el  timo  (\/Vashburn  et  al.  1997).  Todos

estos datos sugieren un rol importante de Notch en la generaci6n de LT Cup.

EI  papel  de  Notch  en  la  determinaci6n  de  los  linajes  de  LT  CD4+  y

CD8+  genera  mayor controversia.  Estudios  de  ganancia  de funci6n revelan

que   ratones   que   expresan   la   forma   activa   de   Notch   1    poseen   una

preferencia  en  la  generaci6n  de  LT CD8+  (Robey et al.  1996;  Fowlkes  and

Robey 2002). Sin embargo, otro reporte en ratones condicionales deficientes

en  la  expresi6n  de  Notch  1   demuestra  que  no  existen  diferencias  en  las

proporciones de LT CD4+ y CD8+ encontrados (\/Volfer et al. 2001). Sin duda

se  requieren  de  mas  estudios  para  descartar  o  confirmar  el  rol  de  Notch

durante la elecci6n del correceptor CD4 6 CD8 por el LT.

Recientemente  se  ha  propuesto  que  la  via  Notch  participaria  en  el

proceso de la activaci6n linfocitaria.  En esta lfnea,  se demostr6 que durante

la  activaci6n,  Ios  LT CD4+  aumentan  la  expresi6n  de  los  cuatro  receptores

Notch (Hoyne et al. 2000; Amsen et al.  2004).  Mss adn, el bloqueo de la via

Notch   mediante   la   utilizaci6n   de   inhibidores  de   la  y-secretasa   redujo   la

proliferaci6n y expresi6n de CD25,  IL-2 e  IFN-y en  LT activados  (Adler et al.

2003;  Palaga et al.  2003).  Otro estudio en donde se  utilizaron  los diferentes

ligandos  de  Notch  de  manera  soluble,  demostr6  que  los  ligandos  ejercen

diferentes   efectos   sobre   la   activaci6n   de   los   LT.   S6Io   DLL4   indujo   la

activaci6n   y   proliferaci6n    del    LT   y   la   activaci6n   de   los   factores   de

transcripci6n  NF-AT,  AP-1  y NF-icB,  mientras Jagged  1  y DLLl  inhibieron  la

activaci6n,  proliferaci6n  y  secreci6n  de  citoquinas  por  el  LT  (Eagar  et  al.

2004;   Rutz  et  al.   2005).   Un   aspecto   importante   a   considerar  en   estos



experimentos  es  la  dosis  de  ligandos  empleada  puesto  que  en  muchos

casos no se logra imitar los niveles fisiol6gicos de activaci6n de la via Notch.

Teniendo  en  cuenta  esto,  se  demostr6  que  los  LT  pueden  ser activados  o

inhibidos dependiendo de la dosis de DLLl  utilizada para activar la via Notch

(Maekawa et al. 2003).  Sin duda,  Ias diferencias en las dosis de los ligandos

de Notch utilizados podrfan explicar los resultados dispares encontrados por

diferentes grupos de investigaci6n.

La via Notch en la po[arizaci6n de [a respuesta immune

Existen  evidencias  que  dan  cuenta  del  papel  de  la  via  Notch  en  la

generaci6n  de  respuestas  Th2.  A  diferencia  de  lo  que  ocurre  en  linfocitos

derivados  de  ratones  deficientes  en  Notch  1,  en  donde  no  se  observa  un

efecto de este receptor en la polarizaci6n de la respuesta inmune (Tacchini-

Cottier et al. 2004),  LT derivados de ratones deficientes en CSL/RBP-j y que

por   lo   tanto   no   pueden   sefializar   a   trav6s   de   ningt]n   receptor   Notch,

producen  mayores  cantidades  de  lFN-y  y  menores  cantidades  de  lL-4,  lo

cual sugiere un rol de esta via en la generaci6n de respuestas Th2 (Amsen

et al.  2004;  Tanigaki  et al.  2004).  Esta  discrepancia  se  podrfa  deber a  una

cierta   redundancia   por   parte   de   los   diferentes   receptores   Notch   en   la

polarizaci6n de la respuesta inmune.

La  participaci6n  de  la via  Notch  en  la  generaci6n  de  respuestas Th2

ha   sido   corroborada   en   estudios   en   donde   se   utilizaron   ratones   que

presentan  un  dominante  negativo  de  MAML  y  que  por  lo  tanto  no  pueden
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sefializar a traves de ningdn receptor Notch.  Estos ratones no son capaces

de  generar  respuestas  Th2  ni   de  montar  una  respuesta  funcional   ante

helmintos (Tu et al. 2005).  En este mismo modelo, otro trabajo demostr6 que

la  expresi6n  de  GATA3,  el  regulador  maestro  de  respuestas  Th2,  se  ve

disminuido  en  estos  ratones  mientras  que  la  expresj6n  retroviral  de  una

forma  activa  de  Notch  1  en  LT  induce  la  expresi6n  de  GATA3  (Fang  et al.

2007).

Otros estudios sugieren un papel de la via  Notch en la generaci6n de

respuestas Thl.  La expresi6n transg6nica de un  antisentido  para  Notch  1  y

la utilizaci6n de un inhibidor de la y-secretasa redujo la capacidad de generar

respuestas   Thl    mientras   que   dej6   intacta   la   capacidad   de   generar

respuestas   Th2.   Por   otra   parte,   la   expresi6n   de   Tbx21,   un   factor  de

transcripci6n implicado en la generaci6n de respuestas Thl  se ve disminuido

en  presencia del  inhibidor de la y-secretasa  (Maekawa et al.  2003;  Minter et

al.  2005).

EI   rol   de   la  via   Notch  en   la  generaci6n  de  respuestas  Thl   esta

probablemente   mediado   por   la   activaci6n   de   NF-icB.   Algunos   estudios

demostraron que la inactivaci6n de la via Notch,  mediante la utilizaci6n de un

antisentido para Notch  1,  redui.o  la  actividad  de  NF-KB tanto en  precursores

hematopoy6ticos   como  en   LT   perifericos,   presentando  en   estos   t]ltimos

ademas una reducci6n en la producci6n de IFN-y (Cheng et al. 2001 ;  Palaga

et al. 2003)  .

Todos  estos  datos  sugieren  que  la  activaci6n  de  Notch  induce  a  su

vez   la   activaci6n   de   NF-KB,   factor   que   dirige   la   expresi6n   de   genes
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asociados a respuestas Thl  como aquellos que codifican para T-bet e lFN-y.

En  contraste,  el  rol  de  Notch  en  la  regulaci6n  de  las  respuestas  Th2  es

probablemente mediado a trav6s de la via  can6nica  MAML-RBP-j  (Osborne

and Minter 2007).

Debido a la importancia de las DCs en la polarizaci6n de la respuesta

inmune,  numerosos  estudios  han tratado de determinar c6mo  estas  c6lulas

regulan  la  expresi6n  de  los  ligandos  de  Notch.  Se  ha  demostrado  que  la

expresi6n de los ligandos de Notch en DCs depende del estimulo al cual han

sido expuestas (Figura 1).  Es asi como las DCs activadas con estimulos que

generan respuestas Thl  como LPS presentan una mayor expresi6n de DLL4

mientras  que  DCs  activadas  con  estimulos  Th2  como  toxina  del  c6Iera  o

PGE2  presentan  una  mayor expresi6n  de  Jagged  1  y Jagged  2.  Mss  atin,

DCs que expresan Jagged  1  son capaces de inducir respuestas Th2 incluso

en  ausencia de la sefializaci6n a trav6s del receptor para  lL-4 (Amsen et al.

2004).  Si bien  la expresi6n de Jagged 2 por DCs genera un aumento de las

respuestas   Th2   +.n   vt.fro,   algunos   estudios   parecen   demostrar  que   este

ligando  no  tiene  mayor  relevancia  en  la  generaci6n  de  respuestas  Th2  /.n

vi.vo (Krawczyk et al. 2008; Worsley et al. 2008).
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Regulaci6n de la polarizaci6n de la respuesta immune por linfocitos

ByT

La  capacidad  de  las   DCs  de  migrar  desde  la  periferia  al   6rgano

linfoide  secundario  en  respuesta  a  los  pat6genos  permite  la  entrega  de

informaci6n  a  los  LT  sobre  la  identidad  molecular  y  la  patogenicidad  del

invasor.  Sin embargo,  para generar respuestas polarizadas efectivas contra

el  pat6geno,  la  DC  debe  integrar ademas  ]a  informaci6n  derivada del  tejido

afectado y de otras celulas del sistema inmune (Kalinski and Moser 2005).

Datos  en  la  literatura sugieren  que  los  linfocitos citot6xicos  (LT CD8+

y c6lulas  NK)  favorecen  las  respuestas Thl.  Los  LT CD8+  son  capaces  de

inducir   la   maduraci6n   y   potenciar  la   producci6n   de   lL-12   por   las   DCs,

probablemente  a  traves  de  la  producci6n  de  citoquinas  como  lFN-y y TNF

(Ruedl et al.1999;  Mailliard et al. 2002; Thomas et al. 2002).  En acuerdo con

los  datos  anteriores,  estudios de depleci6n  /.n  v/.vo de  LT CD8+  indican  que

en ausencia de LT CD8+, se reducen las respuestas Thl  protectoras contra

Le/.shman/.a  rna/.or (Gurunathan  et  al.  2000).  AI  igual  que  los  LT  CD8+,  las

c6Iulas  NK son grandes productores de lFN-y y TNF,  citoquinas que son las

responsables  de  potenciar  la  producci6n  de  lL-12  por  las  DCs.   Por  esta

raz6n, tambi6n se ha postulado que las ce]ulas NK afectarian la polarizaci6n,

favoreciendo al igual que los LT CD8+,  Ia generaci6n de respuestas Thl .  Un

estudio demostr6 que luego de la interacci6n de c6lulas  NK con  DCs,  estas

dltimas   adquieren   mayor  capacidad   para   secretar   IL-12   y  favorecen   la

diferenciaci6n  de  LT  CD4+ en  linfocitos Thl  (Mailliard  et al.  2003).  Ademas,
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Ia depleci6n de las c6lulas  NK en  un modelo /.n v/.vo demostr6 una reducci6n

en  el  porcentaje  de  c6Iulas Thl  producidas,  lo  cual  sugiere  la  participaci6n

de  las  c6lulas  NK  en  la  generaci6n  de  este  tipo  de  respuestas  (Martin-

Fontecha et al. 2004).

Se conoce de la existencia de una comunicaci6n cruzada entre la DC

y el LB. AIgunas funciones del LB como la diferenciaci6n, cambio de isotipo y

producci6n de anticuerpos estan reguladas por las  DCs (Dubois et al.1997;

Litinskiy et al.  2002).  Recientemente se ha demostrado que la  DC es capaz

de  intercambiar  antigenos  con  los  LB  y  de  esta  forma  activar  sefiales  de

calcio  y  cambios  en  la  motilidad  del  linfocito  (Qi  et  al.  2006).  Ademas,  un

estudio en  ratones que carecen de  LB  (prMT)  demostr6 que en  ausencia de

6stos,  las DCs secretan mayores cantidades lL-12 y por lo tanto favorecen la

producci6n de respuestas Thl .  El fen6meno observado en estos ratones, se

explicaria  por  una  deficiencia  en  ]a  producci6n  de  [L-10,  una  citoquina  que

reduce  la  producci6n  de  lL-12  (Moulin  et al.  2000;  Bayry  et al.  2005).  Todo

esto  sugiere  una  interacci6n  bi-direccional  entre  la  DC  y  el  LB  donde  la

producci6n  de  IL-12  por la  DC  gatillarfa  la  producci6n  de  IL-6  e  lL-10  por el

LB y de esta forma se daria paso a la generaci6n de respuestas Th2 (Skok

et  al,1999).  De  manera  similar y  apoyando  el  posible  rol  de  los  LB  en  la

generaci6n de respuestas Th2, se ha reportado que pacientes que presentan

agamaglobulinemia    y    que    carecen    de    LB    circulantes,    poseen    una

predisposici6n a generar respuestas de tipo Thl  (Amedei et al. 2001).

Cabe  destacar que existen  evidencias  que  indican  que  los  LT  CD4+

tambi6n   cumplen   un   rol   en   la   polarizaci6n   de   la   respuesta   inmune.   La
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eliminaci6n  de  los  LT  CD4+  y  CD8+  provoca  un  aumento  en  la  producci6n

de   citoquinas   proinflamatorias   por   los   componentes   el   sistema   inmune

innato, .Io  cual  demuestra que  normalmente  los  LT regulan  la  producci6n  de

citoquinas  por  DCs,  macr6fagos  y  c6Iulas  NK  (Kim  et  al.  2007).  Existen  al

menos  dos  reporfes  en  los  cuales  se  demuestra  que  LT  polarizados  son

capaces de favorecer el mismo tipo de respuesta en una suerte de feedback

positivo.   En  ambos  trabajos  se  demuestra  que  este  efecto  ocurre  s6lo

cuando  los  LT  polarizados  y los  LT virgenes  interactt]an  con  la  misma  DC.

Esto   sugiere   que   las   DCs   actdan   como   mensajeros   entre   estas   dos

poblaciones   de   LT   y   descarta   que   el   efecto   descrito   se   deba   a   una

interacci6n directa entre linfocitos (Creusot et al. 2003; Alpan et al. 2004).

La  integraci6n  de  los  antecedentes  descritos  y  en  especial  aquellos

que  sugieren  un  rol  de  la  via  Notch  en  la  polarizaci6n  de  la  respuesta

inmune,  conjuntamente con los datos que implican tanto a linfocitos 8 como

a  linfocitos  T  en  esta  polarizaci6n,  nos  ha  llevado  a  plantear  la  posibilidad

que  los  linfocitos  8 y T afectan  la  polarizaci6n  mediante  la  regulaci6n  de  la

expresi6n de los ligandos de Notch en las DCs.
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HIPOTESIS

Datos de la literatura muestran que la via  Notch juega un  papel en la

polarizaci6n  de  la  respuesta  inmune.  Por  otro  lado  existen  evidencias  que

sefialan  que  [os  linfocitos  8  y  [infocitos  T  tambi6n  influirian  en  el  tipo  de

respuesta  ThlITh2  generada.  En  base  a  esta  informaci6n,  postulamos  la

hip6tesis:

Los  linfocitos  8  y T  modulan  la  expresi6n  de  Jagged  y  Delta-like  en

c6Iulas dendriticas y de esta manera ejercen un efecto sobre la polarizaci6n

de la respuesta inmune.

Alternativamente postulamos:

Los mecanismos a trav6s de los cuales los linfocitos  8 y T favorecen

las respuestas polarizadas no tienen relaci6n con la via Notch.

OBJETIVO GENERAL

Estudiar el efecto de las c6lulas del sistema inmune adaptativo sobre

las c6Iulas dendriticas y su consecuencia en  la polarizaci6n de la respuesta

inmune.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.   Estudiar  la  expresi6n  de  los  componentes  de  la  via  Notch  en  las

c6lulas  implicadas  en  la  polarizaci6n  de  la  respuesta  inmune  como

c6Iulas dendriticas y linfocitos T.

2.   Determinar  el  efecto  de  [infocitos  8  y  T  sobre  la  polarizaci6n  de  la

respuesta inmune.

3.   Determinar el  efecto  de  linfocitos  8 y T en  la expresi6n  de Jagged  y

Delta-like en las c6lulas dendriticas.

4.   Caracterizar los  factores  solubles  involucrados  en  la  modulaci6n  del

fenotipo de la c6lula dendritica por los [infocitos 8 y T.



Ratones

MATERIALES Y METODOS

En  este trabajo  se  utilizaron  las  siguientes  cepas  de  ratones;  Balb/c

(haplotipo H-2d), C57BL/6 (haplotipo H-2b) y el kr}ockouf para la cadena er del

receptor de IL-4 (il4ra -/-) en un background  Balb/c (haplotipo H-2d). Ademas

se  utilizaron  los  siguientes  ratones transg6nicos  para  el  TCR;  ratones  OT-I

cuyos  LT  CD8+  reconocen  un  peptido  de  ovoalbdmiva  (OVA 257.264)  en  un

contexto   de   MHC-I   H2-Kb,   ratones   OT-Il   cuyos   LT  CD4+   reconocen   un

p6ptido   de   ovoalbt]mina   (OVA   323.339)   presentado   en   el   contexto   de   la

mol6cula   MHC-ll   I-Ab  y  ratones   DOll.10   cuyos   LT  CD4+   reconocen   un

peptido   de   ovoalbumina   (OVA  323.339)   presentado   en   el   contexto   de   la

mol6cula  MHC-||  I.Ad.

Todas las cepas de ratones se adquirieron en The Jackson Laboratory

(Bay Harbor,  USA) y se albergaron en condiciones libres de pat6genos en el

bioterio de la Fundaci6n Ciencia para la Vida (Santiago). Todo el trabajo con

los   animales   se   realiz6  de   acuerdo   a   las   normas   institucionales   de   la

Fundaci6n   Ciencia   Para   la   Vida   y   de   la   Facultad   de   Ciencias   de   la

Universidad de Chile.



Anticuerpos

Para  la  caracterizaci6n  del  fenotipo  de  los  LT,  LB  y  de  las  DCs  por

citometria  de flujo,  se  utilizaron  ]os siguientes  anticuerpos  monoclonales  de

BD  Biosciences;  CDllc PE (clon  HL3),  CDllc FITC (clon  HL3),  CD86 FITC

(clon GL1),  I-Ab FITC  (clon 25-9-17)  ,  I-Ad  FITC (clon AMS-32.1),  CD80  FITC

(clon  16-10A1),  CD4  PE-Cy5  (clon  RM 4-5),  CD4  FITC  (clon  RM 4-5),  8220

PE-Cy5  (clon  RA 3-682),  CDBch  FITC  (clon  53-6.7),  CD8or  PE-Cy5  (clon  53-

6.7),  Vor2 TOR  PE  (clon  820.1),  VP5.1,  5.2 TCR  FITC  (clon  MR9-4),  CD62L

PE  (clon  MEL-14),  CD69  PE  (clon  H1.2F3),  lFN-y  PE  (clon  XMG1.2),  IFN-y

FITC (clon XMG1.2),  lL-4 PE (clon  11811),  lL-12  PE (clon  C15.6) y CD16/32

(clon 2.4G2).  Los siguientes anticuerpos fueron comprados en e-Bioscience;

DOll.10   TCR   FITC    (clon    KJ1-26),    CDllc   PE-Cy5    (clon    N418).    Los

anticuerpos  contra  Notch  1  PE  (clon  mNIA)  y su  control  de isotipo  lgGI  PE

(MCA928PE) fueron comprados en AbD Serotec.

En  las  activaciones  policlonales  de  los  LT se  utilizaron  los  siguientes

anticuerpos   BD   Biosciences;   CD3   (clon   145-2C11),   CD28   NAVLE   (clon

37.51),  lL-4 NAVLE (clon  11811) e lFN-y NA/LE (clon XMG1.2).

En  la  activaci6n  de  DCs  se  utiliz6  el  anticuerpo  CD40  NA/LE  (clon

3/23) de BD Biosciences.

En  los experimentos disefiados  para detectar Jagged y  Delta-like por

citometria   de   flujo   en   ce[ulas   dendriticas,   se   utilizaron   los   siguientes

anticuerpos  de Santa  Cruz  Biotechnology;  Delta  (clon T-20) y Jagged  (clon
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C-20)   y   los   siguientes   anticuerpos   de   R&D   Systems;   DLL4   biotinilado

(BAF1389) y Jagged 2 (AF1726).

Para  los  experimentos  de  bloqueo  de  la  interacci6n  de  Notch  y  sus

ligandos  se  utiliz6  un  anticuerpo  anti-Notch  1   (Labvision,  clon  A6)  que  ha

sido descrito  previamente como  bloqueador de esta via  (Ostroukhova et al.

2006; Asano et al. 2008).

Citometria de flujo y detecci6n de citoquinas intracelulares

Para la detecci6n de moleculas de superficie, las c6lulas se incubaron

con   las   correspondientes   combinaciones   de   los   anticuerpos   diluidos   en

PBS+2°/o de SFB durante 20 minutos a 4°C.  Posteriormente,  se lavaron una

vez con  PBS+2°/o de SFB y se centrifugaron a 500 x g  durante 5 minutos a

4°C.  Las c6lulas se resuspendieron a  lxl06 celulas/ml en  PBS+2% de SFB

para    luego   ser   evaluadas    en    un    cit6metro    de   flujo    FACscan    (BD

Biosciences).   Los  analisis  de  los  datos  se  hicieron  uti]izando  el  software

CellQuest  (BD  Biosciences).   En  algunos  casos,  los  receptores  Fc  de  las

celulas   fueron   previamente   bloqueados   con   el   anticuerpo   CD16/32   (Fc

Block) por 15 minutos a 4°C previo a el marcaje de superficie.

Para  la  detecci6n  de  citoquinas  intracelulares  en  LT,  las  c6Iulas  se

centrifugaron a 500 x g por 7 minutos y resuspendieron a 2xl 06 c6Iulas/ml en

RPMl+10% SFB.  Luego,  se activaron por 4 horas a 37°C y 5% C02 con una

concentraci6n  final  de  0,25  HM  de  PMA  (Sigma)  y  1   LLg/ml  de  ionomicina

(Sigma)  en  presencia  de  1  LL[  de  brefeldina  A (Go[gip]ug,  BD  Biosciences).
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Posteriormente  las  c6lulas  se  lavaron  y  se  realiz6  el  marcaje  de  superficie

para  CD4  6  CD8  segtln  el  protocolo  anteriormente descrito.  A continuaci6n

las  c6lulas  se  fijaron  y  permeabilizaron  con  200   Ill  de  Cytofix/Cytoperm

(Cytofix/Cytoperm    kit,    BD    Biosciences)    por    20    minutos    a    4°C,    se

centrifugaron  a 650 x g  por 7  minutos y se  incubaron  por 30 minutos  a 4°C

con   los  anticuerpos   anti-lL-4   PE  y  anti-lFN-y  FITC  diluidos  en   50   Ill   de

Permwash   Buffer  (Cytofix/Cytoperm   kit,   BD   Biosciences).   AI   cabo  de   la

incubaci6n,  las  c6lulas  se  lavaron  con  700  Hl  de  Permwash  Buffer  y  se

resuspendieron  a  1  x  106  c6lulas/ml  en  PBS+2%  SFB  para  ser  analizadas

por citometria de flujo.

Para   la   detecci6n   de   lL-12   intracelular   en   DCs,   Ias   c6lulas   se

resuspendieron  a 2xl06 c6Iulas/ml  en  RPMI+10%  SFB  y se  activaron  por 4

horas a 37°C y 50/o C02 con  100 ng/ml de LPS (Sa/mone//a fyphosa,  Sigma)

en    presencia   de   0,7    Hl   de   monensina    (Golgistop,    BD    Biosciences).

Posteriormente se  realiz6  el  marcaje  de  superficie  para  CDllc y  luego  las

celulas   se   fijaron   y   permeabilizaron   con   200   prl   de   Cytofix/Cytoperm

(Cytofix/Cytoperm    kit,    BD    Biosciences)    por    20    minutos    a    4°C,    se

centrifugaron  a 650 x g  por 7 minutos y se incubaron  por 30  minutos  a 4°C

con   el   anticuerpo   anti-IL-12   PE   diluido   en   50   lil   de   Permwash   Buffer

(Cytofix/Cytoperm  kit,  BD  Biosciences). Al  cabo de la incubaci6n,  las c6Iulas

se  lavaron  con  700  prl  de  Permwash  Buffer y se  resuspendieron  a  1  x  106

c6lulas/ml en PBS+2°/o SFB para ser analizadas por citometrfa de flujo.
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Generaci6n de c6lulas dendril:icas de m6dula 6sea

La tibia y el femur de los diferentes ratones se esterilizaron y cortaron

en  ambos  extremos.  Los  huesos  se  perfundieron  con  10  ml  de  RPMl  sin

suero y las m6dulas se disgregaron por agitaci6n vigorosa para obtener una

suspensi6n   celular   en   la   cual   se   encuentran   los   precursores   de   DCs.

Posteriormente,   ]os   g16bulos   rojos   se   lisaron   en   1   ml   de   una   soluci6n

hipot6nica  de  cloruro  de  amonio  (NH4Cl  0,15M,  KHC0310mM  y  Na2EDTA

0,1mM,  pH  7;2-7,4)  durante  5  minutos  a temperatura  ambiente.  Finalmente

las  c6lulas  se  resuspendieron  a  lxl06  c6lulas/ml  de  RPMI  +  100/o  SFB  +

10ng/ml GM-CSF +/-1  ng/ml IL-4 y se cultivaron durante 6 dfas en una placa

de 24 pozos en un volumen de 1  ml de medio. En algunos casos,  Ias DCs se

diferenciaron   en   presencia   de   DAPT  5LLM   (Calbiochem)   o   DMSO   como

control.   En   [os  dias   2  y  4  de[   cu[tivo   se   realiz6   un   cambio   de   medio,

reemplazando   750   Ill   del   medio   por   1    ml   de   medio   fresco   con   las

concentraciones  de  citoquinas  originales.  Al  dfa  6  de  cultivo  las  c6lulas  se

recuperaron  por pipeteo,  se  lavaron  una  vez con  PBS  +  2mM  EDTA +  5%

SFB (T-MACS) y se incubaron durante 20 minutos a 4°C en agitaci6n con 30

HI  de  MACS  anti-CDllc  de  rat6n  (clon  N418)   (Miltenyi   Biotec)  por  cada

lxl08  de  c6lulas  totales  en  300  Ill  de  T-MACS.  En  seguida,  Ias  c6lulas  se

lavaron una vez con 10 ml de T-MACS, se resuspendieron a lxl08 c6lulas/ml

en    T-MACS    y    se    seleccionaron    positivamente    usando    un    magneto

(VarioMACS,  Miltenyi  Biotec)  y columnas  LS  de  acuerdo a  las  instrucciones

del   fabricante   (Mi[tenyi   Biotec).   Se   colect6   la   fracci6n   positiva   la   cual
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contiene  las   DCs.   La   pureza  de   la   preparaci6n  se  verific6  mediante   la

expresi6n de CDll c por citometria de flujo y siempre fue mayor a un 900/o de

c6lulas positivas para CDllc.

Activaci6n de las c6Iulas dendriticas de m6dula 6sea

Las   c6lulas   dendriticas   de   medula   6sea   (BMDCs)   purificadas   se

cultivaron  a  una  concentraci6n  de 4xl06  c6lulas/ml  en  250  Ill  del  medio  de

diferenciaci6n fresco en  una  placa de 24 pozos,  en  presencia de  alguno de

los siguientes estimulos;  100 ng/ml de LPS (Sa/none//a fyphosa,  Sigma),10

Lig/ml  de CpG  (ODN  1680,  InvivoGen),1  LLg/ml de toxina del  c6lera  (Sigma),

1  prM de PGE2 (Sigma) 610 ug/ml de anti-CD40 (BD Biosciences) durante 6,

12  6  24  horas.   En  algunos  casos  las  c6Iulas  se  activaron  con  CpG  en

presencia de 10 ng/ml de IL-12 (R&D Systems). AI cabo de la incubaci6n,  las

c6lulas se  recolectaron  para  la extracci6n  de  RNA y  los  sobrenadantes  de

los  cultivos se guardaron  a -80°C  para  la  posterior cuantificaci6n  de  lL-12  e

lL-10 secretada mediante un ELISA de captura.

Extracci6n de RNA y RT-PCR

Para  la  extracci6n  de  RNA a  partir de  BMDC  activadas,  se  utilizaron

los  siguientes  kits;   RNEasy  Mini   Kit  (Qiagen)  y  RNAse  free   DNAse  set

(Qiagen)  y  se  siguieron  ]as  instrucciones  del  fabricante.  Posteriormente  se

utiliz6   1    LLg   de   RNA   para   realizar   la   transcripci6n   reversa   con   el   kit
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Superscript    lst    Strand    system    for    RT-PCR    (lnvitrogen)    segt]n    las

instrucciones   del   fabricante.   La   calidad   del   CDNA   obtenido   se   analiz6

mediante un PCR para P-actina.  Para esto se utiliz6  1  lil de CDNA, 2 Ill de la

mezcla de primers sense y antisense (S/AS) para P-actina (50 HM) y 22 Hl de

Platinum   PCR   Supermix   (Invitrogen).   Los   primers   utilizados   (lnvitrogen)

fueron  los  siguientes;  P-actina  (sense:  5'-CAC  CCT  GTG  CTG  CTC  ACC

GAG GCC-3'-antisense 5'-CCA CAC AGA TGA CTT GCG CTC AGG-3').

PCR en tiempo Real

Los  cDNAs  de  las  muestras  de  DCs  fueron  analizados  por  PCR  en

tiempo  real  para  determinar la  expresi6n  de  Notch  1,  Jagged  1,  Jagged  2,

DLL4,  DLLl  y Hes  1.  Para esto, se realizaron reacciones de PCR con  1  prl de

los  CDNA,  0,2-1   prl  de  la  mezcla  de  primers  S/AS  (10-50  LLM)  y  12,5  Ill  del

master   mix   2X   (PCR   Master   Mix   RT2   Real-Time   SYBR   Green/Rox,

Superarray)  en  un volumen total  de 25  Hl  en  placas de  96  pozos  para  PCR

(Stratagene).   Las  muestras  se  analizaron  con   un  termociclador  MX3000

(Stratagene) y el programa MXpro (Stratagene).  Para Jagged 2 se utilizaron

primers comerciales (RT2 PCR Primer Set for Mouse Jag 2,  Superarray).  EI

resto  de  los  primers  fueron  sintetizados  por  lnvitrogen  y  las  secuencias  se

detallan a  continuaci6n;  Notch  1  (sense:  5'-GAG  CTT GCA CAA CCA GAG

AGA  C  -3'-antisense  5'-ACG  GAG  TAG  GGC  CCA  TGT  T-3'),  Jagged  1

(sense: 5'-TCT CTG ACC COT GCC ATA AC-3'-antisense 5'-ATC GAT GTT

TGT GGA ACA CG-3'),  DLL4 (sense: 5'-GCA CCA ACT COT TCG TCG TC-
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3'-antisense 5'-GTT TCC TGG CGA AGT CTC TG-3'), DLL1  (sense: 5'-ACC

TOG  GGA  TGA  CGC  CTT  TG-3'-antisense  5'-ACT  CCC  CTG  GTT  TGT

CAC  AG-3'),   Hes   1   (sense:   5'-CCG   GCA  TTC   CAA  GOT  AGA  G-3'-

antisense 5'-TCA CCT CGT TCA TGC ACT CG -3')  HPRT (sense:  5'-CTC

CTC AGA COG CTT TTT GC-3'-antisense 5'-TAA CCT GGT TCA TCA TCG

CTA ATC-3').

Como  gen  end6geno  se  utiliz6  HPRT  y  el  calculo  de  la  expresi6n

relativa   se   realiz6   en   base   al   m6todo   AAct.   Para   ello   se   asumi6   una

eficiencia  del,100%  (en  base  a  los  resultados  de  las  eficiencias  obtenidas

para cada partidor) y utiliz6 la siguiente f6rmula:

Cambjo en la expresi6n = 2 (-AAct)

Donde,

AAct = Act (Experimental)-Act (Control)

Act (Experimental) = Ct gen inter6S -Ct gen de expresi6n constitutiva

Act (control) = Ct gen inter6s -Ct gen de expresi6n constitutiva

ELISA de captura para las citoquinas IL-10 e IL-12

Para ]a determinaci6n de IL-10 e IL-12 se utilizaron los siguientes kits;

mouse   lL-10   ELISA  Set  y  Mouse  lL-12   ELISA  Set  (BD   Biosciences)  de

acuerdo a las instrucciones del fabricante. Todos los ELISA se desarrollaron
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usando  el  kit TMB  Substrate  Reagent Set (BD  Biosciences),  la  reacci6n  se

detuvo  usando 50ul  H3P041M y  las  placas  se  leyeron  a 450nm  usando  un

lector de placas de ELISA.

Purificaci6n de las c6Iulas dendriticas de bazo

EI  bazo  de  los  diferentes  ratones  se  disgreg6  mecanicamente  y  se

resuspendi6 en  5  ml  de  IMDM  +  10°/o  FCS tibio.  Los tejidos se digirieron en

presencia  de  1   mg/ml  de  colagenasa  D  (Roche)  y  20  ug/ml  de  DNAsa  I

(Sigma),   durante   45   minutos   a   37°C   en   agitaci6n.   Posteriormente,   Ia

suspensi6n  celular se  pas6  a  trav6s  de  un  tamiz  metalico  de  90  Ltm  y  los

g16bulos  rojos  se  lisaron  en  1  ml  de  una  soluci6n  hipot6nica  de  cloruro  de

amonio   (NH4CI   0,15M,   KHC03   10mM   y   Na2EDTA   0,1mM,   pH   7,2-7,4)

durante  5  minutos  a  temperatura  ambiente.  Luego,  Ias  c6lulas  se  lavaron

una  vez  con   10  ml  de  PBS  +  5°/o  SFB  +  2mM   EDTA  (T-MACS)  y  se

incubaron  durante  20  minutos  a 4°C  en  agitaci6n  con  50  Ill  de  MACS  anti-

CDllc  de  rat6n  (clon   N418)  (Miltenyi   Biotec)  por  cada   lxl08  de  c6Iulas

totales en 300 HI de T-MACS. En seguida, las c6lulas se lavaron una vez con

10  ml  de  T-MACS,  se  resuspendieron  a  lxl08 c6lulas/ml  en  T-MACS  y se

seleccionaron   positivamente   usando   un   magneto   (VarioMACS,   Miltenyi

Biotec) y columnas LS de acuerdo a las instrucciones del fabricante (Miltenyi

Biotec). Se colect6 Ia fracci6n positiva la cual contiene las DCs.  La pureza de

la preparaci6n se verific6 mediante [a expresi6n de CDllc por citometria de

flujo.
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Purificaci6n de linfocitos 8 y T

Los  LB  y  LT  se  extrajeron  a  partir  del  bazo  de  diferentes  ratones

mediante  selecci6n  inmunomagn6tica.  Para  esto,  el  bazo  se  perfundi6  con

10  ml  de  RPMI  +  100/o  SFB  y  las  c5lulas  se  centrifugaron  a  500  x  g  por 7

minutos.  Los g16bulos rojos se lisaron con 2 ml de una soluci6n hipot6nica de

cloruro de amonio  (NH4Cl  0,15M,  KHC0310mM y  Na2EDTA 0,1mM,  pH  7,2-

7,4)  durante 5  minutos a temperatura ambiente.  Las  c6lulas se  lavaron  con

T-MACS  y  se  centrifugaron  a  500  x  g  por  7  minutos.  Los  LB  se  aislaron

utilizando  un  kit  de  selecci6n  negativa  (8  cell  isolation  Kit,  Mi]tenyi  Biotec)

segtln las instrucciones del fabricante,  los LT CD4+ se aislaron por selecci6n

positiva utilizando 7,5 prl de MACS anti-CD4 (CD4 L3T4 microbeads,  Miltenyi

Biotec) por cada lxl 07 c6Iulas y los LT CD8+ se aislaron mediante selecci6n

positiva   con   10   Ill   de   MACS   anti-CD8   (CD8a   Ly-2   microbeads,   Miltenyi

Biotec)   por   cada   lxl07   c6lulas.   En   todos   los   casos,   al   cabo   de   las

incubaciones,   las   c6lulas   se   lavaron   con   T-MACS   y   se   seleccionaron

utilizando   un   magneto   (VarioMACS)   y   columnas   LS   de   acuerdo   a   las

instrucciones del fabricante (Miltenyi  Biotec).  La pureza de las preparaciones

se verific6 mediante citometria de f[ujo y siempre fue mayor de un 850/o.

Generaci6n de linfocitos T helper

Para  la generaci6n de los  linfocitos Thl  y Th2,  se  utiliz6  un  protocolo

previamente descrito con algunas modificaciones (Grogan et al. 2001;  Minter
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et  al.  2005).  Linfocitos  T  CD4+  de  ratones  OT-ll  se  purificaron  a  partir  del

bazo por selecci6n inmunomagnetica, se resuspendieron a 2 x 106 celulas/ml

en  medio de co-cultivo  (lMDM+10%  SFB+ 50 LLM 2ME) y se incubaron con  1

Hg/ml  de  un  anticuerpo  anti-CD28  (BD  Biosciences)  en  placas  de 24  pozos

(Coming    Incorporated)    previamente    recubiertas    con    1     Lig/ml    de    un

anticuerpo anti-CD3 (BD Biosciences).  En la generaci6n de linfocitos Thl , se

agregaron  10  ng/ml  de  IL-12  (R&D  Systems)  y  10  pug/ml  de  un  anticuerpo

anti-lL-4   (BD   Biosciences).   Para   la   diferenciaci6n   de   linfocitos   Th2,   las

c6lulas se  incubaron  con  20  ng/ml  de  IL-4  (BD  Biosciences)  y con  10  pug/ml

de un  anticuerpo anti- lFN-y (BD Biosciences).  Al tercer dia de incubaci6n,  y

con  el  fin  de  detener  la  activaci6n  policlonal,  los  linfocitos  se traspasaron  a

pozos nuevos que no estaban recubiertos con anti-CD3 y se les agreg6 1  ml

de  medio  fresco  sin  citoquinas  ni  anticuerpos.  EI  fenotipo  resultante  de  los

linfocitos  se  analiz6  por citometrfa  de flujo  al  dia  5  en  base  a  la  producci6n

de lFN-y e lL-4.

Co-cultivo de linfocitos 8 con c6Iulas dendriticas de m6dula 6sea

Las  BMDCs  de ratones  C57BL/6 se  aislaron  de acuerdo  al  protocolo

de obtenci6n de  DCs a partir de m6dula 6sea.  Los  LB se purificaron a partir

del  bazo  de  ratones  C57BL/6  utilizando  un  kit de selecci6n  negativa  de  LB

(Miltenyi  Biotec).  En algunos casos,  los  LB se activaron previamente por 24

horas  mediante  la  incubaci6n  con  100  ng/ml  de  LPS  (Sa/none//a  fyphosa,

Sigma).  AI  dia  siguiente,  Ias  c6lulas  se  lavaron  2  veces  con  medio  fresco
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para remover el exceso de LPS y se incubaron con las DCs.  Las DCs (1xl06

c6lulas/pozo) y los  LB  (1xl06 c6lulas/pozo) se co-cultivaron en  una  placa de

24 pozos (Coming  Incorporated) en 2 ml de medio de co-cultivo.  En algunos

casos,   se  vari6   Ia   proporci6n  de   DCs  y   LB,   pero  siempre  se   mantuvo

constante el  ndmero total  de celulas  por pozo  (2 x  106 c6lulas).  Al  cabo de

24  horas  de  co-cultivo,  las  DCs  se  analizaron  por  citometrfa  de  flujo  o  se

aislaron mediante la utilizaci6n de MACS anti-CDllc (Miltenyi Biotec) para la

cuantificaci6n  de  la  expresi6n  de  los  ligandos de  Notch  por PCR en tiempo

real.   La  pureza  de  la  preparaci6n  de   DCs  fue  verificada  cada  vez  por

citometria de f[ujo y asi se determin6 que e[ porcentaje de LB contaminantes

no super6 al 20/a de las c6lulas totales.

En algunos casos,  se realizaron cultivos triples,  en donde BMDCs de

ratones  Balb/c se  pulsaron  por 3 horas con  una  concentraci6n  de 5  LLM  del

P6Ptido    especifico    OVA   323.339    (H2N-lsQAVHAAHAEINEAGR-OH,    New

England  Peptide),  se  lavaron  2 veces  de  manera  de  retjrar  el  exceso  de

peptido  y se  cultivaron  con  LT  CD4+  de  ratones  DOll.10  en  presencia  de

diferentes  proporciones  de  LB.  La  proporci6n  de  DCs  y  LT  siempre fue  de

1 :5 (2,4xl06 c6lulas totales/pozo). Al  cabo de 5 dias de cultivo,  se analiz6 el

fenotipo  de  los  LT  generados  en  base  a  la  producci6n  de  IFN-y  e  IL-4  por

citometria de flujo.
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Colcu]tivo  de  linfocitos  T  helper  con  c6lu[as  dendriticas  de  m6dula

6sea

Para  analizar  el  efecto  de  los  LT  helper  sobre  la  DC,  LT  CD4+  de

ratones  OT-ll   previamente  diferenciados  en  linfocitos  Thl   6  Th2  se  co-

cultivaron   con   BMDCs   de   ratones   C57BL/6   en   presencia   del   p6ptido

especffico.  Para esto, los linfocitos Thl  y Th2 reci6n diferenciados se lavaron

2 veces  con  medio y se  resuspendieron  en  medio  de  co-cultivo  fresco.  Por

otra  parte,  Ias  BMDCs se  aislaron  mediante selecci6n  inmunomagn6tica  en

base  a  la  expresi6n  de  CDllc.  Los  linfocitos  (1xl06  c6lulas/pozo)  se  co-

cultivaron  con  las  BMDCs  (1xl06  c6lulas/pozo)  en  pozos  de  P24  (Coming

Incorporated)  en  un  volumen  final  de  2  ml  por  pozo  y  en  presencia  del

P6Ptido    especifico    OVA   323_339    (H2N-ISQAVHAAHAEINEAGR-OH,    New

England  Peptide) a una concentraci6n final de 5 HM. Al cabo de 24 horas de

co-cultivo,  las  BMDCs se  analizaron  por citometria  de flujo  para  determinar

marcadores  de  activaci6n  o  se  aislaron  mediante  una  segunda  purificaci6n

jnmunomagnetica  con  MACS  anti-CDllc  para  determinar  la  expresj6n  de

Jagged  2  y  DLL4  por  PCR  en  tiempo  real.  La  pureza  de  la  preparaci6n  de

BMDCs  purificadas fue verificada cada vez por citometria de flujo y de esta

forma se determin6 que el porcentaje de LT contaminantes no super6 al 2%

de las c6lulas totales.

Para  determinar si  los  LT  helper precondicionan  a  la  DC  para  inducir

respuestas Thl  6 Th2,  las  BMDCs co-cultivadas  por 24 horas  con  linfocitos

Thl  6 Th2 se aislaron  con  MACS anti-CDllc y se utilizaron  para activar LT
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CD4+ virgenes de ratones OT-lI.  En este segundo co-cultivo,  se mantuvo la

concentraci6n de 5 HM del  p6ptido OVA 323.339 pero la proporci6n de BMDCs

y  LT  fue  de  1:5  (2,4xl06  c6Iulas  totales/pozo).  Al  cabo  de  5  dias  de  co-

cultivo,  e]  fenotipo  de  los  LT  resu]tantes  se  analiz6  por  citometria  de  fluj.o

para determinar los porcentajes de c6lulas productoras de lFN-y e IL-4.

Co-cultivo de c6lulas dendriticas de bazo con linfocitos T

Para   determinar  ]a  contribuci6n   de  la  via   Notch   en   la  activaci6n,

proliferaci6n   y   producci6n   de   citoquinas   por   los   LT   CD4+   y   CD8+,   se

realizaron co-cultivos de  DCs de bazo de ratones C57BL/6 con  LT CD4+ de

ratones    OT-II   y   LT   CD8+   de   ratones   OT-I   en    presencia   de    DAPT

(Calbiochem),  el  inhibidor  de  la  via  Notch.   Tambi6n  se  analiz6  el  efecto

especifico   del   bloqueo   de   la   interacci6n   de   Notch   1   con   sus   ligandos

mediante  la  utilizaci6n  de un anticuerpo  (MS-1339,  Labvision)  que reconoce

la proteina Notch 1  en la regi6n de uni6n con sus ligandos.

Los  LT se purificaron  por selecci6n  inmunomagn6tica en base a CD4

y CD8,  se marcaron con  CFSE  (Molecular Probes)  y se cultivaron  con  DCs

previamente purificadas a partir de ratones C57BL/6.  En estos experimentos,

los  co-cultivos  de  DCs  con  linfocitos  OT-ll  se  realizaron  en  presencia  de  5

HM  de  OVA 323.339.  En  el  Caso  de  los  co-cultivos  de  DCs  con  linfocitos  OT-I,

se  utiliz6  una  concentraci6n  final  de  2  nM  del  p6ptido  de  OVA 257.264  (H2N-

SIINFEKL-OH,    New   England   Peptide).   Ambos   tipos   de   co-cultivos   se

realizaron en  placas de 96 pozos de fondo redondo (Orange Scientific) y se
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utiliz6 una proporci6n de DCs y LT de 1 :5 (0,24xl06 celulas totales/pozo) con

una  concentraci6n final  de  DAPT de 5  LLM.  En  los experimentos  de  bloqueo

de  la  via  Notch  mediante  la  utilizaci6n  de  un  anticuerpo,   las  celulas  se

preincubaron    por   30    minutes   con   el    anticuerpo   anti-Notch    1    a   una

concentraci6n de 50 LLg/ml previo a la adici6n del p6ptido especifico. Al cabo

de  4-5  dias  de  co-cultivo,  los  LT  se  analizaron  por citometria  de flujo  para

determinar   la   expresi6n   de   marcadores   de   activaci6n,    producci6n   de

citoquinas  y  cic]os  de  divisi6n  ce]ular  mediante  diluci6n  de   la   marca  de

CFSE.

Marcaje con CFSE

Para evaluar la proliferaci6n de  LT CD4+ y LT CD8+ frente a  DCs en

presencia  DAPT o el  anticuerpo  bloqueador de  la  interacci6n de  Notch  con

sus ligandos, los linfocitos se marcaron con CFSE (Molecular Probes) previo

al co-cultivo.  Para eso,  los linfocitos se lavaron 2 veces con PBS de manera

de  eliminar  restos  de  SFB  y  se  resuspendieron  en  1  ml  de  PBS  por  cada

lxl07 celulas en presencia de CFSE 5LLM.  Las c6lulas se agitaron en vortex

por 10 segundos y luego se incubaron por 10 minutos con agitaci6n suave a

temperatura ambiente. Al cabo de la incubaci6n, se les agreg6 1  volumen de

SFB  por  las  paredes  del  tubo  y  se  incub6  por  1   minuto  a  temperatura

ambiente.  Finalmente, se les agreg610 ml de medio de cultivo con suero, se

centrifugaron  a  500  x  g   por  7  minutos  y  se  resuspendieron  a  2  x   106

c6lulas/ml en medio de co-cultivo.



Analisis estadistico

Los  datos  son  presentados  como  la  media  ±  desviaci6n  estandar

(SD).  Los datos se analizaron  usando un test de ANOVA pareado  (con test

de comparaci6n  mdltiple de  Bonferroni)  o  mediante  el  test de student.  Para

los  analisis  estadisticos  y  confecci6n  de  los  graficos  se  utiliz6  e]  software

Graphpad PRISM (Graphpad Software lnc.).
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RESULTADOS

Estudio de la via Notch en e[ sistema immune

La   expresi6n   de   DLL4   y   Jagged   2   por   c6[ulas   dendriticas   se

correlaciona con respuestas Thl y Th2 respectivamente

Si bien  la via  Notch  ha sido ampliamente estudiada en el  proceso de

la  hematopoyesis  y  linfopoyesis,   existe  controversia  en  cuanto  a  la  real

contribuci6n  de esta via durante procesos  mss tardios  como  la  generaci6n

de  LT reguladores y la generaci6n  de  respuestas Thl  y Th2  (Maillard  et al.

2005). Por esta raz6n, parte de este trabajo se concentr6 en determinar el rol

de  Jagged   y   Delta-like  en   la   polarizaci6n   de   la   respuesta   inmune.   Los

esfuerzos   iniciales   se   enfocaron   en   encontrar   anticuerpos   comerciales

capaces de reconocer especificamente los ligandos de Notch de manera de

ser  utilizados   en   experimentos   de  citometria   de  flujo.   Sin   embargo,   se

determin6 que todos los anticuerpos analizados anti-Delta-like y anti-Jagged

no fueron dtiles en el reconocimiento de los ligandos de Notch por citometria

de  flujo.  Por esta  raz6n,  la  expresi6n  de  los  ligandos  de  Notch  en  DCs  se

analiz6 a nivel de RNA mensajero mediante PCR en tiempo real.

Para  determinar  el  peak de  expresi6n  de  los  ligandos  de  Notch  en

DCs,  se  evalu6  la  cin6tica  de  expresi6n  de  6stos  en  BMDCs  tratadas  con

agentes   microbianos   y   factores   tisulares   que   poseen   la   capacidad   de

producir  DCs  inductoras  de  respuestas  Thl   6  Th2.  Se  utiliz6  LPS  como
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agente  inductor de  respuestas Thl  y  la toxina  del  c6lera  como  inductor de

respuestas  Th2  (Kapsenberg,  2003).  Como  se  observa  en  la  figura  2,  el

maximo de inducci6n de los mRNA para los ligandos de Notch:  DLL1,  DLL4,

Jagged  1  y Jagged 2 en las BMDCs ocurre en todos los casos entre las 6 y

12  horas  luego  de  la  activaci6n.   Por  esta  raz6n,  todos  los  experimentos

posteriores se analizaron en esta ventana temporal.
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Figura  2.  Los  ligandos  de  Notch  presentan  una  cin6tica  de expresi6n
con   un   maximo   entre   las   6   y   12   horas   post   activaci6n.   C6Iulas
dendrfticas derivadas de m6dula 6sea de ratones C57BL/6 fueron activadas
con  LPS  y  toxina  del  c6lera  (CT)  por  diferentes  tiempos.  La  expresi6n  de
DLL1,  DLL4,  Jagged  1  y Jagged  2 fue  analizada  mediante  PCR  en  tiempo
real y se compar6 con c6Iulas no tratadas (NT) (n=1).
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Normalmente se asocia a los ligandos de tipo Jagged con respuestas

Th2  y  a  los  ligandos  tipo  Delta  con  respuestas  Thl.   En  acuerdo  con  la

literatura,  se  observ6  que  Jagged  2  se  induce  bajo  un  estfmulo  Th2  como

toxina del c6lera (CT).  Por otro lado, si bien Jagged  1  tambi6n se indujo bajo

estimulos   Th2,   respondi6   ademas   frente   a   estimulos   Thl    (Figura   2).

Asimismo,  Ios datos de la figura 2  indican que ambos ligandos de tipo  Delta

efectivamente se  inducen bajo estimulos Thl.  De  manera de verificar estos

resultados iniciales, se analiz6 c6mo se comportan Jagged 2 y DLL4 frente a

otros  estimulos  Thl  y  Th2.  De  esta  forma,  se  analiz6  la  respuesta  de  las

BMDCs frente a CpG como estimulo Thl  y PGE2 como estfmulo Th2.  Como

se  observa  en  la  figura  3,  CpG,  al  igual  que  LPS,  induce  la  expresi6n  de

DLL4.  Si  bien  PGE2  indujo  la expresi6n  de Jagged  2,  esta  inducci6n  no fue

estadisticamente significativa como en el  caso de ]a toxina del  c6lera.  Todo

esto sugiere que  la  expresi6n  de  DLL4 por BMDCs esta  relacionada  con  la

generaci6n de respuestas Thl  mientras que  la expresi6n de Jagged 2,  con

respuestas Th2.
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Figura 3. DLL4 se induce en c6lulas dendriticas tratadas con estimulos
Thl   mientras   que  Jagged  2  se  induce  con   estimulos  Th2.   C6Iulas
dendriticas derivadas de m6dula 6sea de ratones C57BL/6 fueron activadas
por 6 horas con  los diferentes estfmulos.  La expresi6n de  DLL4 y Jagged 2
se   cuantific6   mediante   PCR   en   tiempo   real   (n=5).    Los   datos   fueron
analizados  con  el  test de Anova y el  post-test de  Bonferroni.  (Los  datos se
presentan como la media +/-desviaci6n estandar, *p<0.05, **.p<0.01).  NT:  no
tratadas, CT: toxina del c6lera,  PGE2:  Prostaglandina E2.
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Los linfocitos T CD8+ y no los CD4+ expresan Notch 1 en su superficie

Durante la  hematopoyesis en la m6dula 6sea,  Ios linfocitos  requieren

de   las   sefiales   provenientes   de   su   receptor   Notch   para   comenzar  su

diferenciaci6n   hacia   LT.   Este   proceso  finaliza  en   el  timo,   donde   los   LT

ademas    reciben   sefiales   que   determinaran    el   subtipo   de   linfocito    a

generarse,  ya sea  LT regulador,  LT CD4+ o CD8+  (Rothenberg et al.  2008).

EI  analisis  de  la  expresi6n  de  Notch  1  en  timocitos  mediante  citometria  de

f]ujo  mostr6  una  alta  expresi6n  de  este  receptor en  la  gran  mayoria  de  [as

c6Iulas.   Sin   embargo,   a]   analizar   la   expresi6n   de   Notch   1   en   linfocitos

maduros presentes en el  bazo,  se observ6 que s6Io los LT CD8+  expresan

altos  niveles  de este  receptor.  La expresi6n  de  Notch  1  en  LT CD8+  no se

restringi6 a alguna subpoblaci6n de LT, sino que la totalidad de los LT CD8+

present6 este receptor (Figura 4).

A pesar de las evidencias en la literatura que indican que el mRNA de

Notch  1  se  induce  en  LT activados  (Adler et al.  2003),  no se logr6 detectar

un aumento en la expresi6n de Notch 1  en LT activados policlonalmente o en

presencia  de  DCs  por  4  dias,  adn  cuando  los  LT  se  encontraban  en  un

estado activado en base a la expresi6n de CD25 (no mostrado). Tampoco se

detect6  Ia  expresi6n  de  Notch  1  en  linfocitos  activados  por 24  y  48  horas

(datos no mostrados).
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Figura 4. Timocitos y linfocitos T CD8+ maduros  expresan  Notch  1  en
su  superficie.  C6lulas  extrafdas  del  timo  (A)  y  bazo  (8)  de  ratones  Balb/c
fueron analizadas por citometria de flujo para verificar la expresi6n de Notch
1.  Linfocitos T CD4+ de ratones  DOll.10 se activaron  policlonalmente (C) o
mediante  el  co-cultivo  con  celulas  dendriticas  (D)  para  ]uego  analizar  la
expresi6n  de  Notch  1   por  citometria  de  flujo.  Los  nt]meros  en  cada  figura
representan   el    porcentaje   de   c6lulas   en    cada   cuadrante.    Resultado
representativo de 3 experimentos independientes.
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La via Notch es importante en

los linfocitos T CD8+

Las  grandes  diferencias

Notch  1   en  LT  CD4+  y  CD8+  s

Notch en la activaci6n de estos d

proliferaci6n y producci6n de lFNry por

)servadas  en  cuanto  a  la  expresi6n  de

giere  una  distinta  participaci6n  de  la  via

s subtipos de LT.  Para demostrar esto, se

analizaron    marcadores    de    activaci6n,    proliferaci6n    y    producci6n    de

citoquinas en LT CD4+ y CD8+ en presencia de DAPT,  un inhibidor de la via

Notch que impide el corfe proteolitico de Notch por la y-secretasa.  Como se

aprecia en  la figura 5 A y 8,  la  presencia de  DAPT en  los co-cultivos de  LT

CD4+ 6 CD8+ con DCs de bazo no afect6 Ia expresi6n de los marcadores de

activaci6n  CD25 y  CD69  en  los  LT.  Sin  embargo,  al  inhibir la via  Notch,  ya

sea  con  DAPT  o  con  un  anticuerpo  que  bloquea  la  interacci6n  de  Notch  1

con sus ligandos,  Ios  LT CD8+  redujeron la producci6n de lFN-y a diferencia

de  los  LT  CD4+  que  s6lo  fueron  afectados  por  el  tratamiento  con  DAPT

(Figura 5 C y D).
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Figura  5.   La  sefializaci6n  a  trav6s  de  Notch  es  importante  para  la
producci6n de citoquinas por los linfocitos T CD8+ y CD4+.  Linfocitos T
CD8+  de  bazo  de  ratones  OT-I   (A  y  C)  y  linfocitos  T  CD4+  de  bazo  de
ratones  OT-II   (8  y  D)  se  cultivaron  con   celulas  dendriticas  de  bazo  de
ratones C57BL/6 en  presencia del  respectivo p6ptido especffico.  Al  cabo de
4 dias de cultivo se determin6 la expresi6n  de CD25,  CD69,  y la  producci6n
de  IFN-y  e  IL-4  en  los  linfocitos  T.  Los  nl]meros  al  interior de  cada  grafico
representan   el   porcentaje   de   celulas   productoras   de   lFN-y.   Resultados
representativos de 2 experimentos independientes.
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Al analizar la tasa de proliferaci6n de los  LT CD4+ y CD8+ incubados

en  presencia  de  DAPT,  se  observ6  un  retraso en  la  proliferaci6n  s6lo en  el

caso  de  los  LT  CD8+  (Figura  6).  Sin  embargo,  cuando  LT  CD8+  fueron

activados   policlonalmente   en   presencia   de   DAPT,    no   se   observaron

diferencias  en  la  tasa  de  proliferaci6n  en  comparaci6n  con  el  control  con

DMSO  (dato  no  mostrado).  Todo  esto  sugiere  que  los  LT  CD8+  expresan

Notch  1  en  su  superficie  y  requieren  de  la  sefializaci6n  a  trav6s  de  este

receptor para su  proliferaci6n y producci6n  de citoquinas.  Ademas sugieren

la  participaci6n  de  otros  receptores  Notch  (como  Notch  2,  3  y/o  4)  en  la

producci6n de lFN-y por los LT CD4+.
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1d]        1d         lfi        ld        ld
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1d                              ld!                             1CP                             ld
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Figura   6.   El   inhibidor   de   la   via   Notch   provoca   un   retraso   en   la
proliferaci6n de los linfocitos T CD8+ activados con c6lulas dendriticas.
Linfocitos  OT-I  (A  y  8)  y  OT-ll  (C)  marcados  con  CFSE  se  cultivaron  con
c6lulas  dendrfticas  de  bazo  de  ratones  C57BL/6  en  presencia  del  p6ptido
especifico  respectivo.  Los  linfocitos  T  se  analizaron  por  citometria  de  flujo
para determinar ciclos de divisi6n celular por diluci6n de CFSE y producci6n
de lFN-y.  Resultado representativo de 2 experimentos independientes.
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Las   c6lu[as   dendriticas   expresan   Notch   1   pero   esta  via   no   esta

involucrada    en    la    diferenciaci6n,    activaci6n    ni    producci6n    de

citoquinas por estas c6Iulas

Existen  evidencias  en  la  literatura  que  indican  que  Notch  cumple  un

ro[  importante  en  ]a  diferenciaci6n  y  activaci6n  de  los  LT  (Maillard  et  al.

2005)  raz6n  por  la  cual  esta  via  ha  sido  ampliamente  estudiada  en  estas

c6Iulas.  Por otra parte, debido a la importancia de la interacci6n entre el  LT y

la  DC,  la mayoria de los estudios de la via  Notch en  DCs se han limitado al

analisis  de  la   expresi6n  de   los   ligandos  de   Notch,   Jagged   y   Delta-like.

Sorprendentemente,   durante  los  analisis  iniciales  de  la  expresi6n  de  los

ligandos de Notch en BMDCs activadas, tambi6n detectamos la expresi6n de

Notch  1  a nivel de mRNA en estas c6lulas (Figura 7A).

La  lL-4  es  una  citoquina  importante en varios  aspectos fenotfpicos  y

funcionales  en  las  DCs.  Estudios  previos  realizados  en  nuestro  laboratorio

han  demostrado  que  esta  citoquina  induce  la  expresi6n  de  mol6culas  co-

estimulatorias  y  mol6culas  de  MHC-II  en  DCs.  Ademas,  nosotros  y  otros

investigadores  hemos demostrado que la  lL-4 favorece la  producci6n  de  IL-

12  por las  DCs al  inhibir la  producci6n de IL-10  por estas c6lulas  (Sauma et

al.  2004;  Yao  et  al.  2005).  En  base  a  estos  antecedentes,  estudiamos  la

expresi6n de Notch en  DCs tratadas con  lL-4.  Como se observa en la figura

7A,  la  presencia  de  lL-4  durante  la  diferenciaci6n  y  activaci6n  de  las  DCs

reduce  los  niveles  de  mRNA para  Notch  1.  De  acuerdo  con  lo  anterior,  Ia

expresi6n  de  un  gen  blanco  de  Notch,  hes  7  que  normalmente  se  utiliza
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como  reporfero de la actividad  de esta via,  demostr6 ser menor en  BMDCs

diferenciadas en  presencia de  lL-4 (Figura 7A),  Io cual  sugiere que esta via

se  encuentra  apagada  en  estas  DCs.  A  pesar  de  los  datos  de  PCR  en

tiempo  real,  no  se  detect6  Notch  1  en  la  superficie  de  estas  c6Iulas  por

citometria de flujo, sin embargo en DCs de bazo se detect6 alrededor de un

20%  de  DCs  que  expresan  este  receptor  (Figura  78).  DCs  derivadas  de

ratones  que  no  expresan  la  cadena  or  del  receptor de  IL-4  presentaron  un

porcentaje  levemente  mayor  en  cuanto  a  la  expresi6n  de  Notch  1  (Figura

78).  Todo  esto  nos  IIeva  a  sugerir  un  rol  regulatorio  de  lL-4  no  s6lo  sobre

marcadores de activaci6n y producci6n de citoquinas  por las  DCs,  sino que

ademas en la expresi6n de Notch 1.
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Figura  7.  La  lL-4  bloquea  la  via  Notch  en  c6lulas  dendriticas.  C6lulas
dendrfticas  generadas  a  partir  de  m6dula  6sea  se  analizaron  por  PCR  en
tiempo  real  para  cuantificar  la  expresi6n  de  Notch   1   y  Hes   1   (A)   (n=1).
C6lulas dendrfticas purificadas  a  partir de bazo ratones  Balb/c o de ratones
knocAouf para la cadena or del  receptor de IL-4 se analizaron  por citometria
de flu|.o para detectar Notch  1  en la superficie (8).  Los ntlmeros al interior de
cada gfafico representa el  porcentaje de c6Iulas  positivas  para  Notch  1  con
respecto      al      control      de      autofluorescencia      (inserto).       Resultados
representativos de 3 experimentos independientes.
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Con  el  fin  de  analizar  el  rol  que  cumpliria  [a  via  Notch  en  las  DCs,

estas  c6lulas  se  diferenciaron  en  presencia  de  DAPT  o  en  presencia  de

DMSO como control.  El  porcentaje de BMDCs generadas al  cabo de 6 dias

en  presencia  de  DAPT no fue diferente  al  control  (Figura  8A).  Esto  sugiere

que la via Notch no serfa necesaria durante la diferenciaci6n de DCs a partir

de precursores de m6dula 6sea.  Por otra parte,  las BMDCs diferenciadas en

presencia de DAPT presentaron un leve aumento en la expresi6n de algunos

marcadores   de   activaci6n   como   CD86  y   MHC-Il   (Figura   8A)   y  un   leve

aumento  en  la  secreci6n  de  lL-12  y  reducci6n  en  la  producci6n  de  lL-10

(Figura   88),   sin   embargo,   estas   diferencias   no  fueron   estadisticamente

significativas.  Todo  [o  anterior sugiere  que  la via  Notch  no  seria  importante

en  la  expresi6n  de  los  marcadores  de  activaci6n  ni  en  la  producci6n  de

citoquinas pos las DCs.
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Figura  8.   La  inhibici6n  de  la  via  Notch   no  afecta  la  expresi6n   de
marcadores de activaci6n ni la producci6n de citoquinas por las c6Iulas
dendriticas.  C6lulas  dendriticas  generadas  a  partir  de  m6dula  6sea  en
presencia   de   DAPT   (5   LLM)   o   DMSO   como   control   se   analizaron   por
citometria  de  flujo  para  detectar  la  expresi6n  de  marcadores  de  activaci6n
(A) y por ELISA para detectar la secreci6n de citoquinas (8) (n=3).  Los datos
se  ana]izaron  mediante  el  test  de  student  (no  encontrandose  diferencias
significativas) y se presentan como la media +/- desviaci6n estandar.
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Evaluaci6n  del efecto de linfocitos  a y T en  la expresi6n  de Jagged y

Delta-like  por  c6lulas  dendriticas  y  su  efecto  en  la  pola.rizaci6n  de  la

respuesta immune

Los linfocitos 8 favorecen [evemente [as respuestas Thl

Existen  evidencias  en  la  literatura  que  indican  que  los  LB juegan  un

rol importante en la generaci6n de respuestas Th2 (Moser and Murphy 2000;

Moulin et al.  2000).  Estos reportes demuestran que ratones que carecen de

LB  (prMT)  presentan  DCs  que  secretan  mayores  cantidades  lL-12  y  por  lo    ,

tanto favorecen la producci6n de respuestas Thl . El fen6meno observado en

estos  ratones,  se  explicaria  por una  deficiencia  en  la  producci6n  de  IL-10,

una citoquina que reduce la producci6n de lL-12 (Moulin et al. 2000;  Bayry et

al.  2005).  Todo  esto  sugiere  una  interacci6n  bi-direccional  entre  la  DC  y  el

LB donde la producci6n de lL-12 por la DC estarfa regulada por el  LB.  Estos

antecedentes   nos   llevaron   a   sugerir   que   los   LB   podrian   favorecer   la

generaci6n de respuestas Th2 mediante sefiales que modificarian el fenotipo

de la  DC y la expresi6n  de los ligandos de  Notch.  A diferencia de los datos

de   [a   ]iteratura,   el   analisis   inicial   del   papel   que   juegan   los   LB   en   la

polarizaci6n  de  la  respuesta  inmune  demostr6  que  s6lo  ejercen  un  efecto

discreto, favoreciendo un leve aumento en CD86,  un marcador de activaci6n

y  en  la  producci6n  de  lL-12  por  las  BMDCs  luego  de  un  co-cultivo  por  24

horas (Figura 9).
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Figura 9. Los linfocitos 8 aumentan levemente la expresi6n de CD86 y
la   producci6n   de   lL-12   por  las   c6lulas   dendriticas.   El   co-cultivo   de
linfocitos  8 con celulas dendriticas induce un  leve aumento en  la  producci6n
de  lL-12  (A)  y  en  la  expresi6n  de  CD86  (8)  por  celulas  dendriticas.  En  la
tabla se  muestran  los  valores  de  la  intensidad  media  de fluorescencia  para
CD86 para cada una de las diferentes proporciones de c6Iulas dendriticas y
linfocitos   8   estudiadas.    Resultados   representativos   de   3   experimentos
independientes.
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AI analizar el efecto directo de los LB en la activaci6n y producci6n de

citoquinas  por  los  LT,  demostramos  que  si  bien  parecen  tener  una  menor

capacidad  que  las  BMDCs  en  inducir marcadores  de  activaci6n  en  los  LT,

claramente favorecen  la  producci6n  de  lFN-y  (dato  no  mostrado).  Por esta

raz6n,  se disefi6 un experimento de cultivo triple de BMDCs,  LB y LT, donde

las  BMDCs fueron  pulsadas previamente con el  p6ptido especifico  OVA 323.

339  de  manera  de  que  estas  celulas  sean   las  dnicas  que  actuen   como

presentadoras  de  antigeno.  De  esta forma,  se demostr6  que  luego  del  co-

cultivo  triple  se  indujo  un  aumento  en  [a  producci6n  de  [FN-y  por  los  LT,

favoreciendo respuestas Thl  (Figura  10).  Si bien no se puede descartar que

los    LB    hayan    interactuado    directamente    con    los    LT    como    c6lulas

presentadoras de antigeno,  los experimentos de la interacci6n de la DC con

el  LB,  revelan  que  los  LB  tienen  un  efecto  sobre  la  BMDC favoreciendo  la

producci6n  de  IL-12,  citoquina  importante  en  la  producci6n  de  lFN-y  por el

LT (Figura  10).
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Figura 10. Los linfocitos 8 favorecen levemente las respuestas de tipo
Thl.  La presencia de linfocitos 8 durante el co-cultivo de c6lulas dendriticas
con linfocitos T virgenes favorece la producci6n de lFN-y (n=1).  Los ndmeros
al interior de cada grafico representan los porcentajes de celulas productoras
de lL-4 6 lFN-y.
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Los  linfocitos  a  inducen  la  expresi6n  de  casi  todos  los  ligandos  de

Notch en c6lulas dendriticas

Debido  al  rol  que  cumplirfan  los  ligandos  de  Notch  en  la  polarizaci6n

de  la  respuesta  inmune,  se  estudi6  la  expresi6n  de  los  mRNA  de  estos

receptores  en  BMDCs  luego  de  la  interacci6n  con  LB.  Luego  del  co-cultivo

de    BMDCs    con    LB,    Ias    BMDCs    se    aislaron    utilizando    separaci6n

inmunomagn6tica.  De esta forma,  se obtuvo una preparaci6n celular con  un

99°/o de BMDCs basado en la expresi6n de CDllc (no mostrado).  En base a

los   resultados   presentados   anteriormente   y   que   sugieren   que   los   LB

favorecen   respuestas   Thl,   se   esperaba   observar   un   aumento   en   la

expresi6n  de  los  Iigandos de tipo  Delta-like en  BMDCs tratadas con  LB.  Sin

embargo,  al  analizar la  expresi6n  de  los  mRNA para  los  ligandos de  Notch

en  BMDCs,  se observa que todos los ligandos excepto Jagged  1  se inducen

luego  de  la  interacci6n  con  LB  (Figura  11).  La  mayor i,nducci6n  ocurre  para

Jagged   2  y   DLL1.   Cabe  destacar  que  en   BMDCs  tratadas   con   LB,   la

expresi6n  de  los  ligandos  asociados a  respuestas Thl  y Th2  como  DLL4 y

Jagged 2 es bastante semejante.

El   analisis   de   la   expresi6n   de   los   ligandos   de   Notch   en   LB   no

activados, revel6 que estas c6lulas no presentan niveles basales detectables

de  los  mRNA  para  DLL4  ni  Jagged  1.  Sin  embargo,  en  estas  condiciones.

poseen  10 veces mas Jagged 2 y DLLl  que  las  BMDCs.  Interesantemente,

al  activar  los  LB  con  LPS,  se  induce  la  expresi6n  de  DLL4  y  se  reduce
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Jagged  2  de  manera  semejante  a  lo  que  ocurre  al  activar  BMDCs  con

estimulos Thl .
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Figura 11.  Los linfocitos  8 inducen  la expresi6n  de todos  los  ligandos
de  Notch  excepto  Jagged   1   en   [as   c6[ulas  denflriticas.   (A)   Celulas
dendriticas se cultivaron con [infocitos 8 por 24 horas, se purificaron y luego
se analiz6 la expresi6n de los ligandos de Notch por PQR en tiempo real.  (8)
Expresi6n de  los  ligandos de  Notch en  LB activados  por 24  horas  con  LPS
(n=1).  N.D.= no detectado.
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Los  linfocitos Thl  y Th2 potencian  la generaci6n de respuestas Thl  y

Th2 respectivamente

Existen reportes en la literatura que dan cuenta de un papel de los LT

CD4+ en la polarizaci6n de la respuesta inmune.  Se ha demostrado que los

LT polarizados son capaces de favorecer el mismo tipo de respuesta en  un

feedback positivo en  el  cual  las  DCs  actdan  como  mensajeros  entre  los  LT

vfrgenes y los efectores (Creusot et al. 2003; Alpan et al. 2004).  Estos datos

nos permiten sugerir que los linfocitos Thl  y Th2 podrian inducir la expresi6n

de  DLL4 y Jagged  2  en  DCs  respectivamente,  de  manera de favorecer las

respuestas del  mismo tipo.  De manera de evaluar si los linfocitos Thl  y Th2

modifican  la  expresi6n  de  los  ligandos  de  Notch  en  las  DCs  se  generaron

c6lulas polarizadas y posteriormente se evalu6 la capacidad de estas c6lulas

de potenciar el mismo tipo de respuesta.

Para     generar     linfocitos     Thl     y     Th2,     LT     CD4+     purificados

inmunomagn6ticamente   se    activaron    policlonalmente   en    presencia    de

citoquinas   y   anticuerpos   bloqueadores   de   citoquinas   segdn   pequefias

modifjcaciones   a   protocolos   previamente   descritos   (Grogan   et  al.   2001;

Minter  et  al.   2005).   Como  se  observa  en  la  figura   12,  este  proceso  de

diferenciaci6n fue exitoso,  puesto que se logr6 obtener una gran  proporci6n

de c6lulas  productoras  de  IFN-y utilizando  el  protocolo  par la generaci6n  de

linfocitos Thl  y un ntlmero considerable de celulas productoras de lL-4 en el

caso de la diferenciaci6n hacia linfocitos Th2. Sin embargo,  en comparaci6n

al   gran   porcentaje   de   c6lulas   productoras   de   lFN-y,   por  lo   general   se
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obtuvieron    porcentajes    menores    de    c6Iulas    productoras    de    lL-4    en

condiciones  Th2.  Este  resultado  puede  ser  explicado  por  el  tipo  de  rat6n

transg6nico  utilizado  en  este tipo  de  experimentos  (OT-l]),  el  cua]  posee  un

background gen6tico (C57BL/6) que podria favorecer respuestas Thl .

61



LTNT

1tl    ld    ld!    1d    ld
lFN-B FITC

1d]    1d    ld!   1J    ld

lFNi] FITC

1d]   1d    ld    lJ   ld
lFN-g FITC

Figura    12.    Generaci6n    de   linfocitos   Thl    y   Th2.    Linfocitos   T   se
diferenciaron  en  c6lulas  Thl  y  Th2  y  se  verific6  su  fenotipo  en  base  a  la
producci6n   de   lL-4   e   lFN-y.   Los   ndmeros   al   interior   de   cada   grafico
representan   los   porcentajes   de   celulas   productoras   de   lL-4   e   lFN-y.
Resultado representativo de 5 experimentos independientes.
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Para   comprobar   la   existencia   de   un   feedback   positivo   en   las

respuestas  polarizadas,  BMDCs  se  cultivaron  con  linfocitos  Thl  y Th2,  Ias

BMDCs se purificaron y se utilizaron para presentar antrgenos a LT virgenes,

luego  de  lo  cual  se  analiz6  el  fenotipo  de  los  LT  generados.   Los  datos

obtenidos demuestran que las  BMDCs previamente cultivadas con  linfocitos

Thl  favorecen la producci6n de respuestas Thl  en  LT virgenes.  De manera

contraria,  BMDCs que se cultivaron con  linfocitos Th2 favorecen  respuestas

Th2 (Figura 13).  Este efecto se debe al precondicionamiento de la DC por el

LT helper y no a un efecto directo del LT helper sobre el  LT virgen, debido a
i

que el  porcentaje de  LT helper contaminantes en  los co-cultivos de  BMDCs

con  LT virgenes fue menos de un  1%.  El  precondicionamiento de la  DC por

el  LT  helper  podria  estar  relacionado  con  la  expresi6n  de  los  ligandos  de

Notch en la BMDC luego de la interacci6n con el LT.

Cuando BMDCs precondicionadas con linfocitos Thl  se incubaron con

LT virgenes en presencia de DAPT, se redujo a la mitad el porcentaje de los

linfocitos  productores  de  lFN-y al  cabo  de 5  dfas  de  co-cultivo  (Figura  138).

Esto  sugiere  que  la  via  Notch  estaria  participando  en  la  generaci6n  de

respuestas Thl  en estas condiciones.
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1d   ld   ld    ld'   id
lFN-9 FITC

LT+DC"

1d]    1cl    ld!    1d    ld

lFNi' FITC

LT+DCLTNT/DMSO

1fl      ld      ld!     1d      ld
lFN-g FITC

LT+DCTiii/DMSO
10`

103
uJ

:102

1o`

100

id.      1d      ltF     ld      ld
lFN-g FITC

LT+DCTh2

1d   id   id   id   ld
lFN-g FITC

LT+DCLTNT/DAPT

1ff      ld       16!      1d      id
lFN-g FITC

LT+DCThi/DAPT
10`

1o3

10=

1o'

1o0

1d     ld     ld     ld     ld
IFN-g FITC

Figura  13.  C6Iulas   dendriticas   precondicionadas  con   linfocitos  Thl
favorecen respuestas Thl mientras que aque[las precondicionadas con
linfocitos Th2 favorecen respuestas Th2. (A) Linfocitos T diferenciados en
Thl   o  Th2  se  co-cultivaron  con  c6Iulas  dendriticas  derivadas  de  m6dula
6sea  de  ratones  C57BL/6  por  24  horas.  Luego,  las  c6lulas  dendriticas  se
purificaron  y  cultjvaron  con  linfocitos  T virgenes.  En  la figura  se  muestra  e]
porcentaje de linfocitos T productores de ]FN-y e lL-4 luego de ser cultivados
con  las  c6Iulas  dendriticas  precondicionadas.  Los  resultados  representan  3
experimentos     independientes.     (8)     Durante    el     cd-cu]tivo    de    celulas
dendriticas  precondicionadas con linfocitos T virgenes se agreg6  DAPT y la
generaci6n de respuestas polarizadas se analiz6 mediante citometria de flujo
(n=1).
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Los  linfocitos T helper aumentan  los  marcadores  de activaci6n en  las

c6Iulas  dendriticas  e  inducen  la  expresi6n  de  todos  los  ligandos  de

Notch

Luego del co-cultivo por 24 horas de BMDCs con LT CD4+, ya sea no

diferenciado,   Thl   6   Th2,   se   observ6   un   aumento   en   la   expresi6n   de

marcadores de activaci6n en las BMDCs, especialmente en el caso de MHC-

ll  y  CD86  (Figura  14A).  La  expresi6n  de  MHC-Il  y  de  CD86  luego  del  co-

cultivo  con   LT  fue  comparable  a  la  expresi6n  de  estos   marcadores  en

BMDCs activadas con un anticuerpo anti-CD40 que al activar la sefializaci6n

a trav6s de CD40 en la DC, imita la interacci6n con el  LT.

Aunque debido a  la gran variabilidad  entre experimentos no se logr6

una  signifjcancia  estadfstica   de   [os   datos,   los   resul,tados   muestran   que

BMDCs   tratadas   con   linfocitos   Th2   poseen   una   tendencia   a   expresar

mayores niveles del mRNA de Jagged 2,  mientras que aquellas tratadas con

linfocitos Thl  expresan mayores niveles de DLL4 (Figura 148). Sin embargo,

los experimentos  presentados  permiten  concluir que  luego  de  la  interacci6n

del  LT  con  la  BMDC,  esta  dltima  aumenta  ]a  expresil6n  de  mol6culas  co-

estimuladoras asf como la expresi6n del ligando de Notch,  DLL4.  Cuando las

BMDCs  son  incubadas  por  6  horas  con  anti-CD40,  se  observa  una  gran

inducci6n   de   la   expresi6n   de   DLL4.   Por  esta   raz6n,   probablemente   la

interacci6n  CD40/CD40L  contribuye  en  gran  medida  en  la  expresi6n  de

DLL4 en por BMDCs activadas con LT (Figura 14C).
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A

DC         DCLTNT   DCLThl    DCLTh2

DLL4

DC         DCLTNT   DCLThl    DCLTh2

NT              LPS              CT           a¢ D40

Figura  14.  Los  linfocjtos T  helper inducen  marcadores  de activaci6n  y
los   ligandos   de   Notch   en   c6lulas   dendriticas.   C6lulas   dendriticas
derivadas  de  m6dula  6sea  de  ratones  C57BL/6  se  cultivaron  con  linfocitos
Thl  o Th2  por 24  horas y se  analiz6  Ia expresi6n  de  CD86,  MHC-ll  (A)  y  la
expresi6n  de  Jagged  2  y  DLL4  por PCR en  tiempo  real  (8).  Los  resultados
representan   3   experimentos   independientes.    En    (C)   se   muestran    los
resultados  del  PCR  en  tiempo  real  de  c6Iulas  dendriticas  activadas  por  6
horas con a-CD40,  LPS o toxina del c6Iera (n=1).
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Las  citoquinas  IL-4,  IL-12  e  IFNry  tienen  distintos  efectos  sobre  los

ligandos de Notch en las c6Iulas dendriticas

Sin duda,  durante la interacci6n de la DC con el  linfocito,  se secretan

citoquinas  que  podrian  modificar  el  fenotipo  de  las  DCs.  Datos  anteriores

indican que la  lL-4 aumenta Ia expresi6n de mol6culas co-estimuladoras en

DCs  y  favorece  la  secreci6n  de   lL-12   al   mismo  tiempo  que  bloquea   la

secreci6n de lL-10 (Sauma et al).  Por otro lado,  se ha descrito que lFN-y es

una citoquina que induce la expresi6n de  MHC-ll  en varios tipos  celulares y

la  producci6n  de  IL-12  y  marcadores  de  activaci6n  en  DCs  (Steimle  et  al.

1994;  Vieira  et  al.  2000;  Asselin-Paturel  et  al.  2005).   Por  esta  raz6n,  se

analiz6  si  estas  citoquinas  tambi6n  poseen  un  rol  en  la  regulaci6n  de  la

expresi6n  de  los  ligandos  de  Notch.  BMDCs  diferenciadas  y  activadas  en

presencia  de  lL-4  presentaron  mayores  niveles  de  expresi6n  de  los  mRNA

para Jagged  2  ci!ando fueron  activadas  con toxina del  c6Iera  (Figura  15A).

Las  BMDCs  activadas  y diferenciadas  en  presencia de  IL-4  presentaron  un

aumento  en  la  expresi6n  de  DLL4  cuando  fueron  activadas  con  LPS,  sin

embargo, esta diferencia no fue significativa.

Cuando  BMDCs se activaron en  presencia  de  PD98059,  un  inhibidor

de  la  via  ERK que favorece  la  producci6n  de  IL-12  por estas  c6lulas  (Puig-

Kroger et al.  2001),  se encontr6  un aumento en  la expresi6n  de  DLL4 (dato

no  mostrado).  Este dato  en  conjunto  con  los  resultados  obtenidos  con  lL-4

sugieren  la  posibilidad  que  esta  citoquina  podria  estar ejerciendo su  efecto

sobre  los  ligandos  de  Notch  de  manera  indirecta,  es  decir,   mediante  la
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producci6n   de   IL-12.    BMDCs   generadas   en   ausencia   de   lL-4   fueron

activadas en presencia de IL-12 y se analiz6 la expresi6n de DLL4. Como se

observa   en   la  figura   148,   IL-12   no   afecta   la   expresi6n   de   DLL4.   Este

resultado permite deducir que la inducci6n de DLL4 por lL-4 no es un efecto

mediado por la IL-12.

Por   otra   parte,   Ia   adici6n   de   IFN-y   indujo   la   maduraci6n   de   las

BMDCs,  lo  que se  refleja  en  el  aumento en  la expresi6n  de  CD40,  CD86 y

MHC-ll,  adn en ausencia de otros estimulos (Figura 16A). Sin embargo, esta

citoquina no jndujo un aumento en la expresi6n de los ljgandos de Notch en

BMDCs  (Figura  168).  A partir de estos experimentos se puede concluir que

dentro de las citoquinas estudiadas, s6lo lL-4 induce la expresi6n de Jagged

2.
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CT        PGE2

Jagged 2

CT        PGE2

NT              CpG              NT              CpG

DGM-CSF
-GM-CSF+IL4

HGM-CSF
-GM-CSF+IL4

+  IL-12

Figura  15.  Interleuquina4 induce la expresi6n  de Jagged  2.  (A)  C6Iulas
dendriticas  de ratones  C57BL/6 se diferenciaron y activaron  por 6  horas en
presencia  y  ausencia  de  lL-4.  La  expresi6n  de  Jagged  2  y  DLL4  en  estas
c6Iulas se determin6  mediante  PCR en tiempo real.  (8)  Expresi6n  de  DLL4
en BMDC activadas por 6 horas en presencia de IL-12.  Los resultados en (A)
se analizaron mediante el test de ANOVA con el post test de Bonferroni y en
(8)  con  el  test  de  student.   (Los  datos  se  presentan  como  la  media  +/-
desviaci6n estandar, *p<0.05).
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Jagged 1

MHC Ill

NT       LPS       CT        NT       LPS       CT

-IFN-y                         + IFN-y

DLL1

NT       LPS       CT        NT       LPS       CT

-IFN-y                        + 'FN-y

NT       LPS       CT        NT       LPS       CT

-lFN-y                        + lFN-y

DLL4

NT       LPS       CT        NT       LPS       CT

-lFNt                     + lFN-y

Figura  16.  IFNJy induce  la  maduraci6n  de  las  c6lulas  dendriticas  pero
no  afecta  la  expresi6n  de  los  ligandos  de  Notch.  C6lulas  dendriticas
derivadas de m6dula 6sea de ratones C57BL/6 se activaron con lFN-y o LPS
por 24  horas  para  ser  analizadas  por  citometria  de  fluj.o  (A)  o  por  6  horas
para analizar la expresi6n de los ]igandos de  Notch  pot PCR en tiempo real
(8).  Los  ndmeros  en  la  figura  A  representan  los  porcentajes  de  celulas  en
cada cuadrante.  Los resultados representan 2 experimentos independientes.
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DISCUSION

La  via   Notch,   descrita   inicialmente   en   procesos   de  diferenciaci6n

celular  en  Drosaph/./a  me/anogasfer,  ha  sido  implicada  tambi6n  en  etapas

cruciales  de[  desarro[[o  del  sistema  inmune,  como  por  ejemplo  durante  la

hematopoyesis  y  linfopoyesis  (Maillard  et  al.  2005),  en  el  desarrollo  de  LT

desde  progenitores  hematopoyeticos  (Pui  et  al.1999)  y  en  la  selecci6n  de

las  cadenas  oap y y8  del  receptor del  LT  (Tanigaki  et al.  2004).  Otros  datos

indican  que  Notch  tambien  juega  un  rol  en  mdltiples  aspectos  durante  el

desarrollo de la respuesta inmune como lo son la activaci6n de los LT (Adler

et al.  2003;  Eagar et al.  2004) y en la diferenciaci6n de  LT CD4+  durante  la

polarizaci6n  ThlITh2  (Maekawa  et  al.  2003;  Amsen  et  al.  2004;  Tu  et  al.

2005;  Fang et al.  2007).  Estudios recientes sugieren que la expresi6n de los

ligandos  de  Notch  en  DCs  estaria  regulada  por  estfmulos  inductores  de

respuestas  Thl  y Th2  (Amsen  et al.  2004),  lo  cual  abre  la  posibilidad  que

estos ligandos cumplan  un  rol  importante en  la polarizaci6n de la respuesta

inmune.

La   correcta   polarizaci6n   de   la   respuesta   inmune   es   un   proceso

esencial en la erradicaci6n de los pat6genos.  En este proceso, Ias citoquinas

como  IL-12 e  lL-4 cumplen  una funci6n  importante permitiendo el  desarrollo

de linfocitos Thl  y Th2 respectivamente (Hsieh et al.1992;  Ho and Glimcher

2002).   Adn   cuando   estas   citoquinas   poseen   un   roll  determjnante   en   la

generaci6n de respuestas Thl  y Th2, algunas evidencias indican que existen

mecanismos   independientes   de   estas   citoquinas   en   la   generaci6n   de
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respuestas  polarizadas  (Noben-Trauth  et  al.   1997;   Finkelman  et  al.  2000;

Jankovic et al. 2002) .

Las  DCs  son  las  c6lulas  encargadas  de  integrar  y  decodificar  las

sefiales  provenientes del  pat6geno,  del tejido dafiado y de otras  c6Iulas del

sistema   inmune   de   manera   de  favorecer  el   desarrpllo  de   la   respuesta

inmune  mas  efectiva  (Kalinski  et  al.   1999;  Kapsenberg  2003;  Kalinski  and

Moser  2005).   Se  ha   descrito   un  papel   de  los   LB  en   la  generaci6n   de

respuestas  Th2   (Moulin   et  al.   2000;   Amedei   et  al.   2001)   mientras   que

linfocitos    citot6xicos    como    LT    CD8+    y    las    c6lulas    NK   favorecerian

respuestas Thl  (Gurunathan et al.  2000;  Mail[iard et al,  2002;  Mail]iard et al.

2003;  Martin-Fontecha et al. 2004).  Finalmente, se ha descrito que mediante

la  interacci6n  con  la  DC,  los  linfocitos  Thl  y Th2  favorecerian  la  expansi6n

de linfocitos con el mismo fenotipo (Creusot et al. 2003; Alpan et al. 2004).

En  base  a estos antecedentes,  planteamos  que  los  LB y  LT  podrfan

afectar la  polarizaci6n  ThlITh2  mediante  la  modulaci6n  de  la  expresi6n  de

los ligandos de Notch en DCs.

Estudio  de  los  componentes  de  [a  via  Notch  en  'c6Iulas  del  sistema

immune

La  primera  parte  de  este  trabajo  se  centr6  en  el  estudio  de  la  via

Notch  en  el  sistema  inmune.  El  estudio  de  la  expresi6n  de  los  ligandos  a

nivel  de  proteina  ha  sido  dificultado  por  la  fa[ta  de  anticuerpos  especificos

contra cada ligando.  De hecho,  el analisis de varjos anticuerpos comerciales
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demostr6   que   6stos   no   podrian   ser   utilizados   para   experimentos   de

citometria     de     flujo     debido     a     que     reconocian      otras     proteinas

inespecfficamente.   A  pesar  de   no   poder  confirmar  la   expresi6n   de   los

ligandos  de  Notch  a  nivel  de  proteina  en  DCs,  mediante  el  analisis  de  los

RNA  mensajeros,  demostramos  que  las  DCs  expresan  la  mayor fa  de  los

ligandos  a  nivel  basal y que esta expresi6n  es  inducida  bajo  estimulos que

normalmente provocan la activaci6n de las DCs. Ademas determinamos que

los estfmulos que promueven respuestas Thl  inducen la expresi6n de DLL4

y  DLLl  mientras  que  estimulos  que  promueven  respuestas Th2  inducen  la

expresi6n  de  Jagged  2  en  DCs  derivadas  de  m6dula  6sea  (Figuras  2  y 3).

Esto  sugiere   un   papel   de   los   ligandos   de   Notch   en   la   generaci6n   de

respuestas   polarizadas.   A  diferencia   de   Jagged   2   que   se   induce   bajo

estimulos Th2 solamente, Jagged  1  se induce con ambos tipos de estimulos

por lo cual no puede ser facilmente asociado a algdn tipo de respuesta.

La   funci6n   de   Notch   y   sus   ligandos   en   la   activaci6n   del   LT   y

polarizaci6n  de  la  respuesta  inmune,  requiere  necesariamente  que  Notch

este  presente  en  la  superficie  del  linfocito  al  menos  durante  la  interacci6n

con  la  DC.  Salvo un trabajo donde la expresi6n de Notch  1  en  LT CD4+ es

visible s6lo luego de  la activaci6n  policlonal  (Palaga et al.  2003),  la mayor fa

de los estudios indican que la proteina Notch  1  en  LT puede ser visualizada

incluso  antes  de  la  activacj6n  del  linfocito  (Benson  et  al.  2005;  Rutz  et  al.

2005;  Luty et al.  2007).  En  contraste  con  los datos  de  la  literatura,  en  este

trabajo no logramos detectar la proteina en la superficie celular de LT CD4+

no  activados,  a  pesar  de  contar  con  un  buen  anticuerpo  contra  Notch  1
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(Figura  4).   Esta  discrepancia  con  respecto  a  los  resultados  obtenidos  a

trav6s del estudio de la proteina por western blot puede ser explicada por la

utilizaci6n   de   diferentes   anticuerpos   anti-Notch   1   o   quizas   reflejen   dos

localizaciones  distintas  de  la  protefna;  una  intracelular y  otra  asociada  a  la

membrana.

Ai]n  cuando  demostramos  que  las  DCs  expresan  los  ligandos  de

Notch,  al  menos  a  nivel  de  mRNA,  estas  no  fueron  capaces  de  inducir  la

expresi6n de Notch  1  en LT CD4+.  Mas adn,  la activaci6n policlonal tampoco

logr6  inducir  la  expresi6n  de  este  receptor  en  LT  (Figura  4).  Se  requieren

estudios   posteriores   para  descartar  que   Notch   1   tenga   una  cin6tica  de

expresj6n muy temprana y/o transitoria durante la activaci6n.

EI timo es un 6rgano linfoide primario donde se espera la presencia de

c6lulas  comprometidas  en  el  linaje  de  LT,  y  por  lo  tanto  se  espera  que

posean  una  via  Notch  activa  (Pui  et  al.   1999;  Anderson  et  al.  2001).  De

acuerdo    con    lo    anterior,    demostramos    que   timocitos    doble    positivos

CD4+CD8+ presentan  una alta expresi6n de  Notch  1  (Figura 4).  De manera

complementaria,  al  estudiar la  expresi6n  de  Notch  1  en  LB,  determinamos

que  estas  c6lulas  no  presentan  este  receptor  (data  no  mostrado).   Este

resultado no s6[o confirma la efectivjdad del anticuerpo anti-Notch  1' utilizado

sino  que  ademas  refuerza  la  idea  del  timo  como  un  lugar  donde  estan

ocurriendo fen6menos asociados con la via Notch.

Al  estudiar  la  expresi6n  de  Notch   1   en  los   linfocitos  maduros  en

circulaci6n,  en  particular  en  el  bazo,  descubrimos  que  s6Io  los  LT  CD8+

presentaron este receptor (Figura 4).  Debido a  la  diferencia en  la expresi6n
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de  Notch  1  en  los  LT  CD4+ y CD8+,  los datos  presentados  apoyan  la  idea

que   Notch   1    podrfa   estar   involucrado   en   el   proceso   de   selecci6n   del

correceptor  CD4  y  CD8  durante  la  maduraci6n  del  LT  (Robey  et  al.  1996;

Fowlkes   and   Robey   2002).   Es   posible   especular  que   los   LT   CD8+,   a

diferencia de los LT CD4+, se generan mediante una constante activaci6n de

la via Notch en el timo.

El hecho que los LT CD8+ presenten Notch de manera constitutiva da

cuenta de un inesperado posible rol de Notch en estos llinfocitos. Al bloquear

la  via  Notch  en  LT  CD8+  activados  con  DCs  mediante  la  utilizaci6n  del

inhibidor   de    la   y-secretasa    o   el    anticuerpo    bloqueador   anti-Notch    1,

demostramos  que  esta  via  esta  implicada  al  menos  en  la  proliferaci6n  y

producci6n  de  lFN-y  por  los  linfocitos.  Sin  embargo,  cuando  los  LT  CD8+

fueron  activados  policlonalmente en  presencia del  inhibidor de  la via  Notch,

no   observamos   diferencias   en   la   producci6n   de   citoquinas   ni   en   la

proliferaci6n  (Figura  5  y  6).  Esto  sugiere  que  durante  la  interacci6n  con  la

DC,  el  LT  CD8+  recibe  las  sefiales  a  trav6s  de  Notch  1   que  le  permiten

proliferar y secretar lFN-y.

Los  datos  utilizando  el  anticuerpo  bloqueador anti-Notch  1  confirman

que este receptor no esta presente o no tiene participaci6n en la producci6n

de   citoquinas   ni   en   la   proliferaci6n   de   los   LT  CD4+.   Sin   embargo,   los

resultados  utilizando  el  inhibidor de  ]a  y-secretasa  indican  que  la via  Notch

esta  implicada  en  la  producci6n  de  IFN-y  por estas  celulas  (Figura  5).  Este

resultado  apoya  la  participaci6n  de  los  componentes  de  la  via  Notch  en  la

generaci6n de respuestas Thl . Por otra parte, las diferencias observadas en
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cuanto a la producci6n de lFN-y en LT CD4+ tratados con el inhibidor de la y-

secretasa  versus  aquellos tratados  con  el  anticuerpo  anti-Notch  1  sugieren

que los LT CD4+ presentan otros receptores Notch, que son susceptibles al

inhibidor  de  la  y-secretasa  pero  que  no  son  bloqueados  con  el  anticuerpo

anti-Notch  1.  Sin duda se requiere de estudios posteriores que verifiquen  la

expresi6n de otros receptores Notch, como Notch 2, 3 y i4 en los LT CD4+.

Debido   a   que   demostramos   que   un   porcentaje   de   DCs  tambi6n

presenta  Notch  1  (Figura 7),  no se puede descartar que el  inhibidor de la y-

secretasa  afecte de  alguna forma  la funcionalidad  de  la  DC durante los co-

cultivos   con   LT   CD8+.   Sin   embargo,   el   analisis   de   la   producci6n   de

citoquinas  y expresi6n  de  mol6culas  co-estimulatorias  en  DCs tratadas  con

el  inhibidor  de  la  y-secretasa  demostr6  que  el  bloqueo  de  la  via  Notch  no

tiene efecto en estos aspectos en la DC (Figura 8).

Se  postula  que  Notch  y sus  ligandos se  encuentran  tanto  en  c6lulas

presentadoras como en  LT.  Recientemente se ha demostrado que en el  LT

Notch  1  se localiza en  la zona central de la sinapsis inmunol6gica durante la

interacci6n  con  la  DC  mientras que en  la  DC,  Notch  1  se localiza en zonas

mss  perifericas de la sinapsis  (Luty et al.  2007).  Esto  indica que durante  la

formaci6n  de  la  sinapsis  inmunol6gica,   existe  una  conversaci6n  cruzada

entre  las  DCs  y  los  LT  a  trav6s  de  la  via  Notch.   Este  reporte  ademas

demuestra  que  la  via  Notch  puede  ser  activada  en  la  DC  mediante  la

interacci6n con sus ligandos expresados en el LT.

La  via  STAT3  ha  sido  descrita  como  clave  en  la  transducci6n  de

sefiales  inducida  por  la  familia  de  citoquinas  de  lL-6  e  IL-10  entre  otras
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(Schindler et al.  2007) y ademas posee un  papel importante en  la inducci6n

de  sefiales  de  sobrevida  en  el  LT  (Takeda  et al.1998;  Atreya  et al.  2000).

Recientemente se ha demostrado una convergencia de la via STAT3 con la

via Notch,  en donde Hes interacttla con STAT3 inducie,ndo su fosforilaci6n y

activaci6n  (Kamakura  et  al.  2004).  Por  otra  parte,  se  ha  demostrado  que

luego de  la  interacci6n  de  la  DC  con  el  LT,  existe  un ,aumento en  la forma

fosforilada de STAT3 en la DC (Luty et al.  2007). Todos estos antecedentes

sugieren  que  Notch  favoreceria  la  sobrevida  de  la  DC  durante  la  sinapsis

inmunol6gica  mediante  la activaci6n  de la via STAT3 en  DCs.  Teniendo  en

cuenta   estos   antecedentes,   podriamos   especular  que   la   presencia   del

inhibidor  de  la  y-secretasa  durante  los  co-cultivos  entre  DCs  y  LT  CD8+

realizados  en  el  presente trabajo,  no  s6Io  afectarfa  al  LT sino  que  ademas

podria afectar la sobrevida de la DC (Figura 5 y 6).  Se sabe que se requiere

de  un  largo  contacto  e  intercambio  de  sefiales  de  activaci6n  durante  la

interacci6n  DC/LT  para  inducir una  apropiada  activaci6n  del  LT (Huppa  and

Davis  2003).  Una  acelerada  muerte  programada  de  las  DCs  y  por  lo  tanto

una   ineficiente   sinapsis   inmunol6gica   podria   explicar   el   retraso   en   la

proliferaci6n y producci6n de citoquinas por los  LT CD8+ activados con  DCs

en presencia del inhibidor de la via Notch.

El analisis de PCR en tiempo real de la expresi6n de Notch 1  en  DCs

derivadas  de  medula  6sea  demostr6  que  estas  celulas  expresan  niveles

basales de este receptor., Luego de la activaci6n de las DCs, ya sea con LPS

o  toxina  del  c6lera,  se  observa  un  aumento  en  la  expresi6n  de  Hes  1,  un

blanco de  Notch,  Io cual indicaria que esta via esta siendo activada en  DCs
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(Figura  7).  Esto  sugiere  que  la  via  Notch  en  DCs  esta  siendo  activada  en

ausencia de una interacci6n de Notch con sus ligandos.  Esto podria deberse

a una interacci6n entre la via Notch y NF-KB,  en donde la activaci6n de una

de estas vias favorece la activaci6n de la otra (Osborne and Minter 2007).

Papel de la IL-4 en la expresi6n de Notch y sus ligandos en las c6Iulas

dendriticas

La  lL-4 es  una  citoquina  clave en  la  generaci6n  de  linfocitos Th2,  sin

embargo,   se   ha   descrito   que   en   las   DCs,   esta   citoquina   favorece   la

expresi6n de  mol6culas co-estimuladoras y la  producci6n  de  lL-12  (Dillon  et

al.  1997;  Sauma  et al.  2004).  Los  datos  aqui  presentados  muestran  que  la

presencia  de  lL-4  durante  la  diferenciaci6n  y activaci6n  de  las  DCs  reduce

tanto  la  expresi6n  de  los  mRNA de  Notch  1  como  de  Hes  1  (Figura  7).  Al

mismo tiempo,  lL-4 aument6  la  expresi6n de Jagged  2 en  DCs  (Figura  15).

Esto  permite sugerir que existe  un  balance  en  la  expresi6n  de  Notch y sus

ligandos dentro de una misma c6lula,  donde un receptor como  Notch inhibe

la expresi6n de sus  ligandos,  fen6meno ya descrito en  otros modelos como

Caenowhabd/.i/.s e/egans (\/\/ilkinson et al.1994;  Lai 2004).

A  pesar de  los  resultados  anteriores,  no  logramos  detectar  Notch  1
\y¢`

por citometria  de flujo  en  DCs  derivadas  de  m6dula  6sea.  Sin  embargo  en

bazo se detect6 cerca de un 200/o de DCs que expresa'n este receptor en su

superficie  (Figura 7).  Este resultado concuerda  parcialmente con  un  reporte

que  indica  que  todas  las  DCs  de  bazo  expresan  Notchl  en  su  superficie
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(Asano   et  al.   2008).   Las   diferencias   encontradas   pueden   deberse  a   la

utilizaci6n   de   anticuerpos   diferentes   contra   Notch.   Sin   duda   queda   por

dilucidar si la expresi6n de Notch  1  esta restringida a un subtipo de DC y de

ser asi,  seria  interesante  determinar la  funci6n  que  cumpliria  este  receptor

en esa subpoblaci6n.

De acuerdo con el  posible rol  de  IL-4 en  la  expresi6n  de  Notch,  DCs

derivadas  de  ratones  que  no  presentan  la  cadena  or del  receptor para  lL-4,

presentan un leve aumento en la expresi6n de Notch  (Figura 7).  Uno podria

suponer  que  lL-4  podria  tener  un  rol  contrario  en  el   LT,   aumentando  la

expresi6n  de  Notch.  Sin  embargo,  al  estudiar el  efecto de  IL-4 sobre el  LT,

se  determin6  que  esta  citoquina  no  induce  la  expresi6n  de  Notch  en  estas

c6lulas (datos no mostrados).

Los linfocitos 8 y la polarizaci6n de [a respuesta immune

Se postula que los  LB podrian afectar la  polarizaci6n de la respuesta

inmune al favorecer el desarrollo de respuestas tipo Th2 (Moulin et al. 2000;

Bayry    et    al.    2005).    Sin    embargo,    Ios    resultados    aqui    presentados

demuestran que los  LB ejercen un efecto muy discreto en la polarizaci6n de

la respuesta inmune, favoreciendo levemente la producci6n de lFN-y por los

LT.  Este resultado concuerda con nuestros experimentos que indican que los

LB   inducen   ligeramente   la   producci6n   de   IL-12   por   la   DC,    citoquina

importante   en   la   producci6n   de   lFN-y  por  el   LT   (Figuras  9  y  datos   no

mostrados).
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De  manera  de  analizar  el  efecto  de  LB  directamente  sobre  los  LT,

realizamos  co-cultivos  de  LT virgenes  con  LB  como  c6lulas  presentadoras

de   antigeno   en   presencia   del   p6ptido   especifico.   De   esta   forma,   se

obtuvieron  niveles  menores  de  activaci6n  en  los  LT  en  comparaci6n  a  los

niveles  obtenidos  al  utilizar DCs.  Esto  podria  ser explicado  por los  menores

niveles de expresi6n de mol6culas co-estimulatorias como CD80 y CD86 con

respecto a las DCs (datos no mostrados).  Esto concuerda con los conocidos

atributos  de  las  DCs  (en  comparaci6n  con  otras  celulas  presentadoras  de

antigenos menos eficientes), que han permitido clasificarlas como las c6lulas

presentadoras de antigenos profesionales (Banchereau and Steinman 1998).

Al analizar la producci6n de IL-4 e lFN-y obtenidos luego del co-cultivo de LB

con  LT,  se obtuvieron  mayores niveles de c6Iulas  productoras de IFN-y que

al   utilizar  DCs  como  c6lulas  presentadoras.   Esto  demuestra  que  los   LB

directamente  y sin  mediar  las  DCs,  favorecen  la  producci6n  de  respuestas

Thl.  Sin duda es posible esperar que la respuesta sea totalmente diferente

en  condicjones  mas  fisiol6gicas  donde  el  LB  debe  reconocer el  antfgeno  a

trav6s de su BCR (Receptor del linfocito 8), endocitar la particula, procesarla

y  luego  presentarla  en  el  contexto  de  mol6culas  MHC,  funciones  que  no

cump[e  eficientemente  e]  LB.  Sin  embargo,  fisio[6gicamente  puede  ocurrir

que  la  DC transfiera  directamente  el  p6ptido  antig6nico  a  LB  vecinos  en  el

lugar  de  activaci6n  y  que  de  esta  manera  los  LB  determinen  el  tipo  de

respuesta inmune que se produce.

De   manera   de   corroborar   el   resultado   anterior,    disefiamos   un

experimento de cultivo triple en  donde  la  activaci6n  del  LT virgen  por la  DC
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previamente  pulsada  con  el  p6ptido especifico,  ocurre en  presencia del  LB.

Al realizar estos experimentos, se obtuvieron mayores niveles de producci6n

de  lFN-y  por  los  LT  al  cabo  de  5  dias  en  comparaci6n  con  los  co-cultivos

realizados   en   ausencia   de   LB   (Figura   10).   Este   resultado   confirm6   los

resultados  anteriores  que  indican  que  los  LB  favorecen  la  generaci6n  de

respuestas Thl.  Si  bien  no  se  puede  descartar que  los  LB  hayan  actuado

como   c6Iulas   presentadoras   de   antigeno,   favoreciendo   directamente   ]a

producci6n  de  lFN-y  por  los  LT,  nuestros  resultados  sugieren  tambi6n  un

efecto  del  LB  sobre  la  DC,  al  inducir levemente  la  expresi6n  de  CD86  y  la

producci6n de IL-12 por 6stas.

Al  analizar el  efecto de  los  LB sobre  la  expresi6n  de  los  ligandos  de

Notch en  DCs a  nivel de mRNA,  demostramos que los linfocitos provocaron

un  aumento  moderado  de  la  expresi6n  de  todos  los  ligandos  de  Notch

siendo  mayor en  el  caso  de  DLLl  y  Jagged  2  (Figura  11).  La  inducci6n  de

los  ligandos de Notch  en  DCs tratadas con  LB  no se debe a contaminaci6n

de   LB   en   las   preparaciones   de   DCs,   puesto   que   s6Io   se   detect6   un

porcentaje  marginal  de  c6lulas  CD19+  en  las  preparaciones  luego  de  la

purifjcaci6n.  De todas formas, demostramos que luego de la interacci6n de la

DC con el LB o el LT, el balance de la expresi6n DLL4 y Jagged 2 en DCs es

diferente.  En  el  caso  de  la  interacci6n  de  la  DC  con  el  LB,  predomina  la

inducci6n de Jagged 2 (que se induce casi 2 veces mas que DLL4) mientras

que  luego  de  la  interacci6n  con  el  LT,   predomina  la  inducci6n  de  DLL4

(donde  el  aumento  en  la  expresi6n  de  DLL4  fue  alrededor  de  10  veces

mayor que el de Jagged 2, figura 14).
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Si  consideramos  que  los  LB  son  c6Iulas  presentadoras  de  antfgeno,

resulta  interesante  estudiar la  expresi6n  de  los  ligandos de  Notch  en  estas

c6Iulas.  Nuestros  resultados demostraron  que en  comparaci6n  con  las  DCs

sin activar,  los LB expresan mayores niveles del  mRNA para Jagged 2 y no

presentan   niveles  detectables  del   mRNA  de   DLL4.   Interesantemente,   al

activar los LB con LPS, se induce la expresi6n de DLL4 y se reduce Jagged

2  (Figura  11)  de  manera  semejante  a  lo  que  ocurre  al  activar  BMDCs  con

estimulos Thl,  lo cual sugiere que la inducci6n diferencial de los ligandos de

Notch  es  un  mecanismo  generalizado  entre  las  c6lulas  presentadoras  de

antigeno.

Los linfocitos T CD4+ en la polarizaci6n de la respuesta immune

En acuerdo  con  otros estudios anteriores  (Creusot et al.  2003;  Alpan

et al. 2004),  en este trabajo demostramos que el cultivo de  DCs con c6lulas

Thl   gener6   DCs  con   mayor  capacidad  de   inducir  linfocitos  Thl.   Por  el

contrario,   el   cultivo   de   c6lulas   Th2   con   DCs,   indujo   DCs   con   mayor

capacidad de generar respuestas Th2 (Figura 13). Si se considera que DLL4

esta  involucrado  en  las  respuestas Thl  y Jagged  2  en  las  respuestas Th2,

es de esperar que las DCs cultivadas con linfocitos Thl  y Th2 presenten una

mayor  expresi6n  de  DLL4  y  Jagged  2  respectivamente.  El  cultivo  de  DCs

con   todos   los   tipos   de   linfocitos   T   CD4+   estudiados   (ya   sea   LT   no

diferenciados,  Thl  6 Th2)  indujo  en  DCs  la  expresi6n  de  DLL4.  Si  bien  se

encontr6  una  tendencia  en  donde  la  mayor  inducci6n  de  DLL4  ocurre  en
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DCs     tratadas     con     linfocitos     Thl,     esta     diferencia     no     logr6     ser

estadisticamente  significativa.  Por  otra  parte,  Ia  expresi6n  de  Jagged  2  en

DCs  luego  del  cultivo  con  LT  se  indujo  s6lo  hasta  2  veces  y  de  manera

similar, independientemente de[ tipo LT (Figura 14).

A diferencia de lo que ocurri6 luego de la interacci6n con el  LB,  todos

los  subtipos  de  LT  CD4+  (LT  no  diferenciado,  Thl  y  Th2)  indujeron  altos

niveles de DLL4 en la DC y una inducci6n muy pequefia para Jagged 2.  Esto

podria deberse a las diferencias en la expresi6n de CD40L por LT y LB.  Los

LT  expresan  CD40L  de  manera  constitutiva,  Io  cual  les  permite  entregar

ayuda  a  los  LB  para  la  producci6n  de  anticuerpos.  Por otra  parte,  los  LB  y

otras  c6lulas  presentadoras  de  antigeno  presentan  CD40,  el  receptor  de

CD40L  (Grewal  and  Flavell  1998).  Mss  atln,  en  experimentos  de  activaci6n

de  DCs  con  un  anticuerpo  anti-CD40,  el  cual  imita  la  interacci6n  de  CD40

con  CD40L,  se observa  una  inducci6n de  DLL4,  a  niveles  comparables con

los niveles obtenidos luego de la interacci6n con LT (Figura 14).  Esto sugiere

que el aumento de  DLL4 en  DCs luego de Ia interacci6n con  LT,  se debe al

menos  en  gran  parte  a  la  interacci6n  CD40/CD40L  observada  durante  el

contacto entre estas c6lulas.

Los resultados presentados indican que DLL4 sei induce en DCs luego

de la interacci6n con el LT de manera similar a como ocurre cuando las DCs

son  activadas  con  un  anticuerpo  anti-CD40.  Ademas,  al  igual  que  otras

mol6culas  de  co-estimulaci6n  como  CD80,  CD86  y  CD40,  DLL4  se  induce

luego de la activaci6n de la DC con LPS y CpG y no as,i cuando las DCs son

activadas  con  toxina  del  c6lera  o  PGE2.   Mss  at]n,  datos  de  la  literatura
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afirman  que  la  activaci6n  de  la  via  Notch  mediante  la  utilizaci6n  de  DLL4

soluble     potencia     la     activaci6n     y     proliferaci6n     de     LT     activados

policlonalmente,  a  diferencia  de  los  otros  ligandos  de  Notch  como  DLL1,

Jagged  1  y Jagged 2 que reducen la proliferaci6n y el nivel de activaci6n de

los  LT  (Rutz  et  al.   2005).  Todos  estos  datos  demuestran  que  DLL4  se

comporta   mejor  como   molecula   de   co-estimulaci6n   que   como   mol6cula

involucrada  en  la  polarizaci6n  de  la  respuesta  inmune.  Sin  duda,  antes  de

afirmar  que   DLL4   es   una   mol6cula   de   co-estimulaci6n,   se   requiere   de

posteriores  experimentos  que  confirmen  la  expresi6n  de  DLL4  a  nivel  de

proteina  en  la  superficie  de  las  DCs.  A  diferencia  de  DLL4,  el  mRNA  de

Jagged  2 en  DCs  no se induce en gran medida luego de la  interacci6n  con

todos los subtipos de LT, sino que s6lo se induce bajo estimulos de tipo Th2

(Figura   14),   por  lo   cual   sigue  siendo   un   buen   candidato   para   ser  una

molecula involucrada en la polarizaci6n de la respuesta inmune.

Papel de citoquinas en la expresi6n de los ligandos de Notch

Debido  a  la  importancia  de  las  citoquinas  en  la  polarizaci6n  de  la

respuesta  inmune,  estudiamos  si  estas  podrian  modificar  la  expresi6n  de

Jagged  2 y  DLL4  en  DCs.  Si  bien  lL-4  ha  sido  descrita  como  una  citoquina

importante  en  la  polarizaci6n  Th2,  al  inducir  GATA-3'  en  LT  (Murphy  and

Reiner 2002),  existen reportes en la literatura y datos generados en nuestro

laboratorio en experimentos realizados /.n v/.fro que indican que lL-4 ejerce un

efecto  contrario  sobre  la  DC,  al  favorecer la  producci6n  de  IL-12,  citoquina
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fundamental  en  la  inducci6n  de  respuestas  Thl  (Hochrein  et  al.  2000).  Sin

embargo,  la  producci6n  de  lL-12  por  las  DCs  se  ve  limitada  a  los  casos

donde  las  c6Iulas  han  sido  activadas  con  estimulos Thl  como  LPS  o  CpG.

Estimulos como  PGE2 o toxina del c6Iera no inducen  la producci6n de IL-12

por  las  DCs.   Mss  at]n,  cuando  las  DCs  son  activadas  con  LPS  u  otros

factores solubles en presencia de toxina del c6lera o PGE2, se produce una

reducci6n en  la producci6n de lL-12 y un aumento en  la producci6n de lL-10

por las DCs (datos no mostrados) (Braun et al.1999).

Jagged 2 se induce en DCs s6lo cuando 6stas han sido activadas con

estfmulos Th2.  En estos casos,  Ia adici6n de IL-4 durante la diferenciaci6n y

activaci6n de las DCs potenci6 Ia expresi6n de esta molecula. Por otra parte,

Ia  activaci6n  de  la  DC  con  un  estfmulo  Thl  indujo  la  expresi6n  de  DLL4,

aunque  la  expresi6n  de  este  ligando  de  Notch  no  se  vio  afectado  por  la

presencia de  IL-4 (Figura  15).  Esto sugiere que la  lL-4,  como citoquina Th2,

potencia  la  expresi6n  de  los  ligandos  de  Notch  involucrados  a  su  vez  en

respuestas Th2.  En  base a estos datos,  se puede sugerir un rol importante

de  la  lL-4 en  la flexibilidad  de  la  respuesta  inmune,  al  potenciar respuestas

Th2  cuando  la  DC  esta  expuesta  a  estimulos  Th2  y  al  permitir  una  mayor

producci6n   de   lL-12   cuando   la   DC   ha   sido   expuesta   a   un   pat6geno

intracelular durante  el  transcurso  de  una  respuesta  Th2.  Esta  estrategia  le

permitiria  al  sistema  inmune  contrarrestar  una  respuesta  Th2  en  ejecuci6n

cuando se requiere de una respuesta Thl  posterior.

Otra citoquina importante en la polarizaci6n de la respuesta inmune es

lFN-y,  la cual es clave en respuestas Thl  puesto que induce la expresi6n de
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la cadena P2 del receptor para IL-1'2 en LT y favorece la producci6n de IL-12

por  macr6fagos  (Szabo  et  al.   1997;   Murphy  and   Reiner  2002;   Trinchieri

2003).  Nuestros datos indican que si  bien lFN-y indujo la expresi6n de varios

marcadores de activaci6n en  DCs como CD86,  CD40 y MHC-lI, la presencia

de lFN-y durante la activaci6n de la DC en presencia un estimulo Thl  como

el  LPS,  no  provoc6  un  aumento  en  la  expresi6n  de  DLL4  (Figura  16).  Esto

demuestra que lFN-y no ejerce efecto sobre la expresi6n de los ligandos de

Notch en DCs.

Cuando  las  DCs se activaron en  presencia de  PD98059,  un  inhibidor

de la via ERK que favorece la producci6n de lL-12 (Puig-Kroger et al.  2001),

se  encontr6   un  aumento  en  la  expresi6n  de   DLL4  (dato  no   mostrado).

Ademas,  Ia inducci6n de DLL4 ocurre precisamente en los casos donde hay

un  aumento  en  la  producci6n  de  IL-12  por  la  DC,  como  lo  es  cuando  son

activadas con LPS o CpG.  Estos datos sugieren la posibilidad que la lL-12, a

trav6s de un efecto autocrino podria estar induciendo la expresi6n de  DLL4.

Sin  embargo,  al  analizar  la  expresi6n  de  DLL4  en  presencia  de  IL-12,  se

demostr6 que esta citoquina no afecta la expresi6n de este ligando de Notch

(Figura 15),  por lo cual se puede concluir que la lL-12 no esta involucrada en

la inducci6n de DLL4 en DCs.

En  resumen,  a  pesar  del  controversial  papel  de  la  via  Notch  en  la

polarizaci6n   de   la   respuesta   inmune,   este  trabajo   qemostr6   una   nueva

participaci6n de Notch  1  en la  proliferaci6n y producci6n de  lFN-y por los  LT

CD8+.  Sin  duda,  este descubrimiento  abre  una  nueva  interrogante  sobre  la

posibilidad  que  Notch   1   est6  involucrado  en  el  proceso  de  selecci6n  del
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correceptor CD8 y en otras funciones asociadas a los  LT CD8+,  como lo es

la  citotoxicidad.  Asimismo,  demostramos  la  expresi6n  de  Notch  1   en  una

poblaci6n    de   c6lulas   dendriticas,    pero   queda    adn    por   dilucidar   cual

subpoblaci6n  es  la que expresa este  receptor y el  rol  que tendria en  estas

c6lulas.

En   este   trabajo   ademas   descartamos   un   rol  de   Notch   1   en   la

polarizaci6n  de  la  respuesta  inmune,  debido  a  que  este  receptor  no  se

expresa   en   los   LT   CD4+.   Sin   embargo,   la   inhibici6n   de   la   via   Notch

utilizando  un  inhibidor  de  la  y-secretasa  demostr6  la  participaci6n  de  otros

receptores Notch en la generaci6n de respuestas Thl .

Los  resultados  tambien  permiten  sugerir que  si  bien  [a  expresi6n  de

Jagged 2 por DCs esta relacionada con la generaci6n de respuestas Th2, el

papel   que   cumpliria   DLL4   en   la   polarizaci6n   Thl    permanece   adn   en

cuesti6n.  Mas adn,  los datos obtenidos con  DLL4 abogan por un rol de esta

mol6cula como mol6cula co-estimulatoria en contraste al rol propuesto en la

generaci6n de respuestas Thl .

En sintesis,  en esta tesis doctoral se propuso que los linfocitos  8 y T

modulan la expresi6n de Jagged y Delta-like en celulas dendriticas y de esta

manera ejercen un efecto sobre la polarizaci6n de la respuesta inmune.  Los

resultados muestran que si bien los ligandos de Notch,  Delta-like 4 y Jagged

2 son inducidos en las DCs luego de la interacci6n con los  LB y los LT, esto

no  se  correlaciona  con  la  polarizaci6n  de  la  respuesta  inmune.  Esto  indica

que los datos confirman [a hip6tesis alternativa.
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Los   resultados   que   indican   una   participaci6n   de   los   linfocitos   T   en   la

inducci6n  de  DLL4  en  DCs  han  generado  un  manuscrito  que  se  encuentra

erIV.iedo  a  puhiicadi6n  (Delta-like  4  is  induced  on  de'ndritic  cells  following

i.nferacfi.on   wf.fh    I   he/per   ce//s.    Daniela   Sauma,    Pablo   Espejo,    Mario

Rosemblatt y Maria Rosa Bono).
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CONCLUSIONES

1.   La  expresi6n  de  DLL4  y  Jagged  2  es  inducida  por  estimulos  Thl,  y

Th2 respectivamente.  La expresi6n de Jagged 2 es inducida ademas

por   lL-4,   lo   cual   apoya   la   idea   que   este   ligando   de   Notch   est6

involucrado en respuestas Th2.

2,   Los  linfocitos  T  CD4+  no  expresan   Notch   1   en  su  superficie,   sin

embargo  la  via  Notch  cumple  un  rol  en  la  producci6n  de  IFN-y  y

generaci6n  de  respuestas Thl.  Esto  sugiere  la participaci6n  de otros

receptores Notch en la producci6n de IFN-y por los LT CD4+.

3.   Los   linfocitos   T   CD8+   expresan   Notch   1   en   su   superficie.   Este

receptor es  importante  en  la  proliferaci6n  y  producci6n  de  lFN-y  por

linfocitos T CD8+ activados.

4.   Una poblaci6n de c6lulas dendriticas de bazo expresa Notch  1  en su

superficie,   sin   embargo   la   via   Notch   no   modula   la   expresi6n   de

mol6culas de co-estimulaci6n ni la producci6n de citoquinas por estas

c6Iulas.
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5.   Los  linfocitos  8  tienen  un  efecto  discreto  en  la  polarizaci6n  de  la

respuesta  inmune,  favoreciendo  levemente  respuestas  de  tipo  Thl.

Por  otra  parte,  los  linfocitos  Thl  y  Th2  favorecen  la  generaci6n  de

respuestas Thl  y Th2 respectivamente en un fen6meno mediado por

la c6lula dendritica.

6.   DLL4  y  Jagged  2  se   inducen   en   ce]ulas   dendriticas   luego   de   la

interacci6n  con  linfocitos  8  y T,  sin  embargo  no  se  logr6  establecer

una  relaci6n  entre  la  expresi6n  de  DLL4  y  Jagged  2  por  las  c6Iulas

dendriticas y la generaci6n de respuestas Thl  y Th2.

7.   La  inducci6n  de  DLL4  en  c6lulas  dendriticas  observada  luego  del

cultivo    con    linfocitos   T   se    debe    probablemente    a    fen6menos

asociados a la interacci6n entre CD40 y CD40L.
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MODELO PROPUESTO

i
I
n

•`'=-I

Complejo MHC-
peptido-TOR

CD40
CD40L

DLL4
Notch 1

DLL4
Notch 2, 3, 4

®       Notchl(dominio
intracelular)

a       Notch2,3,4(dominio
intracelular)

a        IFN-y

Figura  17.  Modelo  de  la  interacci6n  de  Notch  con  sus  ligandos  en  la
activaci6n del  LT CD4+ y CD8+.  (A)  Durante la interacci6n de la  DC con el
LT CD8+,  la  uni6n  de  CD40 con  su  ligando  (CD40L)  induce  la  expresi6n  de
DLL4  en  la  DC.   DLL4  interactuaria  con  su  ligando  Notch  1,  induciendo  la

proliferaci6n   y   producci6n   de   lFN-y.   Esta   proliferaci6n   y   producci6n   de
citoquinas  por  el  LT  CD8+  es  inhibida  por  DAPT  o  por  el  anticuerpo  anti-
Notch   1.   (8)   Los   LT   CD4+   no   expresan   Notch   1,   sin   embargo   otros
receptores  Notch  (Notch  2,  3  y/o 4)  estarian  involucrados  en  la  interacci6n
con  DLL4,  lo cual  induce la producci6n de  IFN-y por los  LT,  favoreciendo asi
la  generaci6n  de  respuestas  Thl.  Debido  a  la  ausencia  de  Notch  1,  Ios  LT
CD4+  son  sensibles  a  DAPT  pero  no  al  anticuerpo  anti-Notch  1.  AIgunas
moleculas de co-estimulaci6n han sido omitidas  para facilitar la comprensi6n
del  modelo.
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