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RESUMEN

Las  celulas  dendriticas  (DCs)  cumplen  un  papel  central  en  el  desarrollo  de  la

respuesta  inmune  puesto  que  son  capaces  de  iniciar y  dirigir  la  respuesta  adaptativa

hacia  un tipo de respuesta tipo Thl  o Th2.  Esto ocurre durante la estrecha interacci6n

de  las  DCs y  los  linfocitos T (LT)  en  los 6rganos  linfoides  secundarios.  Una  respuesta

Thl  se inicia cuando la interacci6n entre la DC y el LT ocurre en presencia de lL-12,  no

obstante  se   ha  demostrado  diferenciaci6n   hacia  Thl   independiente   de   lL-12.   Las

respuestas  Th2  se  inician  en  presencia  de  lL4  aunque  no  hay  consenso  acerca  de

cual es la fuente inicial de esta citoquina.

La  via  de  sefializaci6n  Notch  participa  en  eventos  de  diferenciaci6n  celular en

una variedad de tejidos y es esencial en  la diferenciaci6n de los linfocitos T en el timo.

Por  otro  lado,  se  ha  propuesto  que  la  via  Notch  cumple  un  papel  importante  en  la

polarizaci6n  de  la  respuesta  inmune  hacia  ThlITh2,  puesto  que  existe  evidencia  que

las  DCs  expuestas  a  estimulos Thl  o  Th2,  aumentan  la  expresi6n  de  los  ligandos de

Notch, a saber Delta a Jagged respectivamente.

En  este  trabajo  demostramos  que  estimulos  promotores  de  respuestas  Thl

(LPS y CpG) inducen un aumento de la expresi6n g6nica de Delta4 en DCs de manera

independiente  de  lL-4,  en  cambio  moleculas  promotoras  de  respuestas  Th2  (CT  y

PGE2) inducen la expresi6n de Jagged-2 en DCs de manera dependiente de IL4.  Esta

inducci6n  es  maxima  entre  las  primeras  6  a  12  horas  luego  del  encuentro  con  el

antigeno.

Dado  que  lL-12  es  un  fuerte  mediador  de  respuestas  Thl,  se  analiz6  si  esta

citoquina regula la expresi6n de Delta-4 en  c6lulas dendriticas.  Encontramos que lL-12

no  induce  la  expresi6n  de  este  ligando  por si  sola,  sin  embargo  actt]a sin6rgicamente
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con  CpG  para  aumentar la  expresi6n  de  Delta-4  en  DCs.  Por  otro  lado,  observamos

que  CD40  es  un  regulador  positivo  de  la  expresi6n  de  Delta-4  en  DCs,   hecho  no

reportado en la literatura hasta el momento.  Por l]ltimo,  observamos que si bien  los LT

CD4+  tambi6n  expresan  los  ligandos  de  Notch,  el  nivel  de  expresi6n  de  Delta4  y

Jagged-2 en Thl  y Th2 fue bajo o similar a DCs no estimuladas.

Finalmente,  las  evidencias  presentadas  en  esta tesis apoyan  la  hip6tesis  de  la

participaci6n    de   la   via    de   sefializaci6n    Notch    como    un    importante   c6digo   de

comunicaci6n  utilizado  por  la  DC  para  direccionar  el  curso  de  la  respuesta  inmune

adaptable.
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ABSTRACT

Dendritic cells (DCs) play a key role in the course of the immune response since

they are capable of initiating and directing  adaptive  immune responses towards Thl  or

Th2  phenotypes.  This  occurs  during  the  close  DC-T  cell  interaction  at  the  secondary

lymphoid organ. Thl  responses are initiated when  interaction between  DCs and T cells

occurs  in  the  presence  of  lL-12,  however there  is  evidence  of the  generation  of Thl

responses in an  lL-12-independent manner. Th2 responses arise in the presence of lL-

4, but there is still no agreement about the initial source of this cytokine.

The Notch pathway is involved in cell fate decisions in several tissues and it has

an essential role on T cell lineage commitment in the thymus.  On the other hand,  it has

been  proposed  that  Notch  pathway  plays  an  important  role  in  the  polarization  of  the

immune  response  since there  is  evidence  supporting the fact that  DCs  upregulate the

Notch ligands, Delta or Jagged after the activation with Thl  or Th2 stimuli respectively.

In  this  work  we  show  that  Thl-promoting  stimuli   (LPS  and   CpG)  trigger  an

increase  in  Delta-4  gene  expression  on  DCs  regardless  of  lL-4,  while  Th2-promoting

molecules  (CT  and  PGE2)  trigger  an  increase  in  Jagged-2  gene  expression  on  DCs,

but in this case, the effect depends on  lL4. This induction  has a peak during the first 6

to 12 hours after antigen recognition.

Since  lL-12  is  a  strong  mediator  of Thl  responses,  we  analized  whether  this

cytokine  regulates  Delta-4  gene  expression  on  DCs.  We  found  that  although  lL-12

cannot  induce  Delta-4 for  itself,  it  acts  in  synergy with  CpG  triggering  an  increase  on

Delta4  expression  on  DCs.  On  the  other  hand.  we  observed  that  CD40  is  a  potent

positive  regulator of Delta-4  expression  on  DC,  a fact that  has  not  been  reported  until

today.   Finally,  we  demonstrate  that  although  Thl   and  Th2  cells  express  the  Notch
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ligands,   Delta  4  and  Jagged  2,  their  level   of  expression   of  is   lower  or  similar  to

untreated DCs.

In  conclusion,  the  evidence  presented  here  supports  the  hypothesis  that  the

Notch pathway constitutes an important communication code used by DCs to direct the

course of adaptive immune responses.

xiii



1. INTRODUCCION

El  sistema  inmune  posee  una  gran  cantidad  de  herramientas  para  detectar,

neutralizar  y  destruir  tanto  agentes  pat6genos  como  c6lulas  propias  en  proceso  de

envejecimiento.   Los   principales   mecanismos   de  defensa   existentes   en   el   sistema

inmune   se   diferencian   esencialmente   en   la   especificidad   del   reconocimiento,   la

velocidad  de  respuesta y la  capacidad de generar memoria  (Abbas,  2005).  La  primera

barrera de  defensa  contra  los  pat6genos es  la  respuesta  immune  innata,  en  la  cual

esta   involucrada   la   piel,   c6Iulas   fagociticas,   c6lulas   NK   y  factores   solubles   como

citoquinas y  sistema  del  complemento  (Hoffmann  y col,1999).  Este tipo de  respuesta

se    caracteriza    por   ocurrir   fapidamente    debido    al    reconocimiento   de    patrones

moleculares comunes  presentes en una gran cantidad de pat6genos y por carecer de

memoria,  lo que significa que la respuesta inmune innata ocurre de manera muy similar

frente   a   repetidos  encuentros   con  el   mismo   microbio.   El   segundo   mecanismo  de

defensa,  la  respuesta  immune  adaptable,  requiere  de  una  celula  presentadora  de

antigenos  (APC,  por ant/.gen present/.ng ce/0  que reconozca  al  microbio en  el  Iugar de

entrada,  que  lo  fagocite  y  lo  procese  para  luego  presentar  peptidos  provenientes  del

pat6geno        en        mol6culas        presentadoras        denominadas        mol6culas        de

histocompatibilidad     (MHC).     Este     dltimo     proceso,     denominado    presenfac/.6n

ant/.gen/.ca,  ocurre en el 6rgano linfoide mss cercano al  lugar donde la celula dendritica

reconoci6  al  pat6geno  y  permite  que  el  linfocito  o  celula  efectora  pueda  reconocer  al

antigeno  (Ag) y ser activado.   Este reconocimiento gatilla una cascada de sefializaci6n

interna  en  e]  Iinfocito,  que  induce su  proliferaci6n  y diferenciaci6n.  Dependiendo  de  la

naturaleza del  pat6geno y de  la via de ingreso al tejido,  se activaran linfocitos T CD4+

los cuales producifan citoquinas que activafan c6Iulas efectoras capaces de eliminar al



: i:,i.•Jf-7,   .I

pat6geno o bien adquiriran la capacidad de eliminar al pat6geno directamente como es

el `.caso  de   los   [infocitos  T  CD8+.   En   amb6%  casos  se  generaran     linfocitos  T  de

memoria,  capaces  de  producir  una  respuesta  efectora  mucho  mas  eficiente  frente  a

encuentros sucesivos con el mismo microbio.

Cada  linfocito  T  (LT)  o  8  (LB)  presenta  en  su  superficie  en  receptor  para  el

antigeno  capaz  de  reconocer de  manera  muy  especifica  a  un  probab/e  anfr'geno.  El

receptor   del    linfocito    8   o   T   (BCR   o   TCR,    respectivamente)    se   produce   por

recombinaci6n  y  reordenamiento  somatico  previo  al  reconocimiento  del  antigeno.  De

esta forma, el sistema inmune ha evolucionado para reconocer pfacticamente cualquier

mol6cula presente en organismos pat6genos.

1.1  La c6lula dendritica y polarizaci6n de la respuesta immune

El sistema inmune adaptable cuenta con dos mecanismos efectores principales.

El  primero  de  ellos  corresponde  a  la  respuesfa  humora/,  mediada  por  anticuerpos

producidos   por   los   LB   activados,    los   que   opsonizan   al   microorganismo   blanco

atrayendo  a  macr6fagos  o  activando  al  sistema  del  complemento  para  la  eliminaci6n

definitiva  del  microbio.  En  el  segundo  mecanismo  la  respuesta  inmune  es  efectuada

directamente por los LT y se denomina respuesfa ce/u/ar.  El direccionamiento hacia un

tipo de respuesta celular o humoral es lo que se denomina po/an.zac/.6n de /a respuesfa

/.nmune y es mediada por linfocitos Thl  y Th2 respectivamente.

Si   bien   no   se   han   identificado   proteinas   de   superficie   que   permitan   identificar

inequivocamente  linfocitos  Thl   o  Th2,  se  conocen  claramente  algunos  factores  de

transcripci6n especificos de cada fenotipo y el patr6n de citoquinas que 6stos producen

despues  de  ser  activados.  Asi,  se  ha  demostrado  que  los  linfocitos  Thl  expresan  el



factor  de  transcripci6n  T-bet  y  secretan  preferencialmente   interfer6n  gama   (lFN-v)

(Murphy y Reiner, 2002).  Estos linfocitos se caracterizado por desencadenar inmunidad

celular  en  respuesta  a  pat6genos  intracelulares  (Trinchieri,  2003).  Los  linfocitos  Th2

expresan el factor de transcripci6n  GATA-3 y secretan  lL-4,  lL-5 e  lL-13 (Mowen y col,

2004).  Este fenotipo favorece el desarrollo de inmunidad  humoral que es la forma mss

id6nea   para   neutralizar   parasitos   extracelulares   (Murphy   y   Reiner,   2002).   Se   ha

demostrado  ademas  que  las  citoquinas  que  producen  los  LT,  una  vez  activado  su

programa  de  diferenciaci6n,  funcionan  como  factores  de  crecimiento  autocrino  y  a  la

vez inhibitorios de la diferenciaci6n hacja el fenotipo opuesto.

Hoy   en   dfa   existen   varias   hip6tesis   respecto   del   evento   iniciador   de   la

polarizaci6n de la  respuesta inmune,  pero existe consenso  respecto del  papel esencial

de  las  DCs  en  llevar a  cabo  el  programa de  diferenciaci6n  de  los  LT CD4+.    Las  DCs

juegan  un  rol  preponderante  como  procesadoras  y  presentadoras  de  antigenos  pero

ademas  son  las  dnicas  celulas  capaces  de  activar  LT    virgenes  por  lo  que  se  les

denomina  APC  profes/.ona/es  (Banchereau  y  Steinman,   1998).   Las  DCs  reconocen

pat6genos  o  entidades  extrafias  a  traves  de  receptores  para  motivos  moleculares

(PRRs)   expresados   principalmente   por   microorganismos.   Una   vez   realizado   este

reconocimiento,    las    DCs   fagocitan    y    procesan    al    microbio    en    compartimentos

endosomales para luego presentar pequefios fragmentos de proteinas provenientes del

microbio  en   mol6culas  del  tipo   MHC-ll.   Durante  este  proceso,   la  DC  sufre  fuertes

cambios  fenotipicos  y  morfol6gicos  acompafiado  de  cambios  en  la  expresi6n  genica,

Ios  cuales  permiten  su  movilizaci6n  y  en  conjunto  determinan  una  disminuci6n  de  la

capacidad fagocitica y un  aumento en la capacidad de presentar antigenos,  activar LT

CD4+ e inducir su diferenciaci6n (Kapsenberg, 2003).



Algunos de los cambios funcionales que ocurren en  las DCs son el aumento de

expresi6n   de   mol6culas   MHC,    mol6culas   coestimulatorias   como   CD80   o   CD86

(Kapsenberg,   2003),   cambios  en  la  expresi6n  de  receptores  de  quimioquinas  que

facultan a las DCs para migrar al 6rgano linfoide mss apropiado y permanecer en sitios

donde  se  localizan  los  LT  (Sallusto  y  col,  1998).  La  estrecha  interacci6n  que  ocurre

entre el LT y la DC se denomina s/.naps/.s /.rmuno/6g/.ca.  Durante dicha sinapsis ocurren

eventos  que  gatillan  el  inicio,  potenciaci6n  y  polarizaci6n  de  una  respuesta  inmune

adaptable. Para el  inicio de la respuesta immune adaptable es necesaria la uni6n entre

el TCR del  LT CD4+ y un  peptido  particular presentado en una molecula  MHC-ll  por la

DC. Ademas se  requiere de  la  interacci6n  entre moleculas coestimuladoras  (CD80 y/o

CD86) expresadas en la membrana de la DC, con su receptor CD28 presente en el LT

CD4+   (Banchereau,   2000).   Durante   esta   interacci6n   el   LT   expresa   CD40L,   que

interactt]a con CD40 en la DC,  lo que lleva a una potenciaci6n de la respuesta inmune

adaptable  (Sousa  y  col,   1997).  Por  t]ltimo,  la  polarizaci6n  de  la  respuesta  inmune

ocurre por efecto de factores solubles presentes en el microambiente linfoide durante el

contacto entre el  LT y las  DCs (lwazaki y col,  2004; Trinchieri,  2003).  Existe evidencia

creciente  que  ademas  de  los  factores  solubles,  Ia  interacci6n  entre  receptores  Notch

presentes  en   los  LT  CD4+  y  sus  ligandos  Delta  y  Jagged  presentes  en   las  DCs,

determinarian la subsecuente polarizaci6n de los LT efectores (Amsen y col, 2004).

Las  citoquinas  son  factores  solubles  determinantes  en  la  polarizaci6n  de  la

respuesta inmune.  De esta forma, si  la  lL-12 esta presente durante la activaci6n de los

LT CD4+, estos se diferenciafan hacia un fenotipo Thl ,  mientras que el fenotipo Th2 se

produce principalmente en presencia de lL-4.

La  lL-12 es  producida  por macr6fagos y DCs activadas  por estimulos  captados

por receptores de tipo Toll  (TLR)  (Reis y col,1997;  Boonstra y col,  2003) y a pesar de



ser  un  importante  inductor  de  la  polarizaci6n  de  los  LT  CD4+ hacia  un  fenotipo  Thl,

existen  evidencias  de  la  generaci6n  de  respuestas  de  tipo  Thl  en  ausencia  de  lL-12

(Jankovic,   2002;   Schijns,   1998).   Por   otra   parte,   se   ha   descrito   que   las   DCs   no

producen   lL-4,   hecho   que   ha   llevado   a   plantear   que   el   direccionamiento   de   la

respuesta  inmune  hacia  un  fenotipo  Th2  ocurre  mss  bien  por  defecto,  es  decir  en

ausencia de lL-12 (Moser y Murphy, 2000).

Estudios  recientes  corroborados  por nuestro  laboratorio,  demostraron  que  IL-4

ademas  ser  indispensable  para  que  se  lleven  a  cabo  respuestas  Th2,  es  capaz  de

aumentar la  secreci6n  de  IL-12  por DCs  derivadas  de  m6dula  6sea  (Yao  y  col,  2005;

Sauma y col,  2004),  de  manera que el  papel  de  lL-4 en  polarizaci6n  de  los  LT parece

controversial,  por  lo  menos  hasta  que  se  identifique  la  poblaci6n  celular que  produce

lL-4  de  forma  temprana.  Por  otro  lado,  se  ha  reportado  la  generaci6n  de  respuestas

Th2  en  ratones  que  no  pueden  detectar la  IL4  (Noben-Trauth,1997)  o  por activaci6n

de   DCs   con  toxina   del   c6lera   (CT)   o   prostaglandina   E2   (PGE2)   (Jankovic,   2000;

Kapsenberg,  2003),  con  lo  que  no  se  descarta  que  exista  una  serial  en  la  DC  que

induzca este tipo de respuesta. Por otra parte, se ha descrito que la via de sefializaci6n

Notch  podria  actuar  como  sefial  inductora  de  diferenciaci6n  ThlITh2.  Tanto  Notch

como sus ligandos se expresan en LT CD4+ y DCs respectivamente (Adler y col, 2003;

Yamaguchi  y  col,  2002)  y  podrian  ser  parte  de  aquellos  eventos  desconocidos  que

podrian estar influyendo en la polarizaci6n de la respuesta inmune

1.2 Caracteristicas generales de la via de sefializaci6n Notch.

Notch   es   una   familia   de   receptores   de   membrana   capaces   de   transducir

sefia]es de  regulaci6n transcrjpcional  al  interior de la c6[ula,  Su funci6n  principal  radica



en   regular   procesos   de   diferenciaci6n   durante   la   ontogenia   de   diversos   linajes

celulares,  por ende  esta  relacionado  con  morfogenesis,  muerte  celular  programada  y

proliferaci6n celular.  Estos  receptores son  altamente conservados y se expresan tanto

en invertebrados como vertebrados (Artavanis-Tsakonas y col,1999).  De hecho Notch,

fue descrito  inicialmente en  Drosaph/./a me/anogasfer donde experimentos  de  perdida

de  funci6n  por  mutaci6n  inducian  una  alteraci6n  en  el  fenotipo  de  las  alas,  que  se

expresaba  como  una  muesca  en  la  punta  de  6stas  (de  ahi  el  nombre  "Notch"  cuya

traducci6n   literal   al  espafiol   es   "muesca")   (Morgan,   1917).     En   mamiferos  se   han

descrito   4   receptores   Notch   (Notchl4).    De   6stos,   s6lo   Notchl    y   Notch2   son

imprescindibles para la viabi]idad embriona[ en ratones,  deduci6ndose que los distintos

receptores  no  cumplen  funciones  redundantes  al  menos  durante  la  embriog6nesis

(Huppert,  2000;  Hamada,  1999).  En  mamiferos  existen  dos  ligandos  de  tipo  Serrate

llamados Jagged (Jagged  1  y 2) y tres ligandos de tipo Delta de nominados Delta-1, 3 y

4  (Maillard,  2005).

Notch   es   sintetizado   en   el   reticulo   endoplasmico   como   un   polip6ptido   de

aproximadamente   300   kDa,   donde   es   fucosilado   por  fucosil-transferasas   para   su

direccionamiento  al  trans  Golgi.  En  este  sitio  es  cortado  por proteasas  del  tipo  furina

para  formar  un  heterodimero  unido  no  covalentemente  que  comprende  un  dominio

extracelular y  un  dominio  transmembrana  que  expone  una  porci6n  intracelular.  Antes

de  ser  direccionado  a  la  membrana  plasmatica,  el  heterodimero  es  glicosilado  por

glicosil-transferasas   de   la   familia   Fringe.   Esta   etapa   de   glicosilaci6n   favorece   la

especificidad   de   uni6n   entre   Notch   y   los   ligandos   de   tipo   Delta.   Por  el   contrario

determinados  niveles  de  glicosilaci6n  efectuada  por  Fringe  inhiben  la  sefializaci6n  de

Notch mediada por ligandos tipo Jagged aunque sin afectar necesariamente la afinidad

entre  este  ligando  y  el  receptor  (Osborne  y  Minter,  2007).     Una  vez  que  ocurre  la



interacci6n    Notch-ligando,    Ia    porci6n    extracelular   de    Notch    es    cortada    por   la

metaloproteasa  ADAM  lo  que favorece  la  monoubiquitinaci6n  del  dominio  intracelular

permitiendo   la   endocitosis   y   el   posterior   corfe   de   6ste   por   y-secretasas   en   un

endosoma  temprano.  EI  dominio  intracelular  de  Notch  (lcN)  ya  liberado,  es  dirigido

hasta el nucleo donde se asocia con RBP-J,  un mediador coml]n a todos los receptores

Notch (Kato y col,1997).  En ausencia de ICN,  RBP-J es un represor transcripcional ya

que se encuentra unido a mol6culas co-represoras.  La uni6n de lcN a RBP-J desplaza

al  co-represor  favoreciendo  el  reclutamiento  de  co-activadores  como  MAML,  p300  y

otros  para  formar  un  complejo  multiproteico  que  activa  la  transcripci6n  de  los  genes

blanco (Osborne y Minter, 2007).

1.3 Notch y el sistema immune

Una  de  las  funciones  mejor  documentadas  de  Notch  durante  el  desarrollo  de

celulas  linfoides,    es  su  rol  critico  en  la  diferenciaci6n  de  los  linfocitos  T.  Por ejemplo,

esta descrito que en ausencia de sefializaci6n mediada  por Notch  1  y 3 en el timo,  Ios

progenitores  linfoides  no se diferencian  a  linfocitos T sino  a  linfocitos  8  (Radtke  y col,

1999; Wilson y col,  2001). Asimismo,  la expresi6n forzada de Notch  1  en m6dula 6sea

induce  la diferenciaci6n de  progenitores  linfoides  hacia  linfocitos T en  desmedro  de  la

generaci6n de linfocitos 8 (Pui y col,1999).

Consecuentemente  con  el  rol  de  Notch  coma  regulador  de  la  diferenciaci6n

celular,   se   ha   descrito   que   esta   via   de   sefializaci6n   tambien   esta   implicada   en

polarizaci6n  de  la  respuesta  inmune  (Mail[ard,   2003).   La  sefializaci6n   mediada  por

Notch  requiere obligadamente de  la  uni6n  del  receptor con  sus  ligandos.  Los  ligandos

de   Notch   son   proteinas   de   membrana   expresadas   en   c6lulas   presentadoras   de



antigenos, especialmente en DCs, a excepci6n de Delta-3 (Yamaguchi y col, 2002).  Se

ha   demostrado  que   la   expresi6n   de   los   ligandos   de   Notch   en   DCs  depende   del

estimulo  al  cual  han  sido  expuestas.  Es  asi  como  DCs  activadas  con  estimulos  Thl

como LPS presentan una mayor expresi6n de Delta-4, mientras que DCs activadas con

estimulos Th2 como toxina del c6lera presentan  una mayor expresi6n de Jagged  1  y 2

(Amsen y col, 2004).

El   papel   de   la   via   Notch   en   la   polarizaci6n   de   la   respuesta   inmune   es

controversial.  Estudios  r.n  vi.fro e  /.n  vi.vo  han  demostrado  que  al  fijar distintos  ligandos

de  Notch  en  placas de cultivo o induciendo  la expresi6n  diferencial  de estos en APCs,

se generan diferentes perfiles de secreci6n de citoquinas en  LT CD4+.   De esta forma,

se ha asociado la sefializaci6n de Notch mediada por Delta-1  y Delta4 a respuestas de

tipo Thl  y al aumento directo de la producci6n de lFN-y (Amsen y col, 2004) aunque en

una publicaci6n  reciente se demuestra que c6Iulas dendriticas provenientes de medula

bsea  que  expresan  Delta-1  o  Delta4  inducen  respuestas  Thl  debido  a  que  impiden

que los  LT CD4+ respondan a  IL-4 suprimiendo asi respuestas de tipo Th2  (Sun y col,

2008).

Por  otro  lado,  se  ha  publicado  que  la  sefializaci6n  mediada  por  Jagged-1   y

Jagged-2 determina la producci6n directa de lL4 por LT CD4+  ademas de la inducci6n

de   la  expresi6n   del  transactivador  de  IL4,   CNS-2   (Tanaka  y  col,   2006).  Ademas

existen  reporte§  que  demuestran  que  ratones  incapaces  de  expresar MAML,  proteina

esencial en la sefializaci6n mediada por los cuatro receptores Notch, son incapaces de

llevar  a  cabo   respuestas  Th2  (Tu  y  col,   2005)  sugiriendo  que   la  via   Notch  seria

determinante en la generaci6n de respuestas Th2.



HIP6TESIS

En  base  a  los  antecedentes  planteados  en  este  trabajo  postulamos  que  las

celulas  dendriticas  expresan  en  forma  diferencial  los  ligandos  de  Notch  (Delta4  y

Jagged-2), frente a estimulos que producen respuestas Thl  o Th2, respectivamente.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la expresi6n diferencial de los ligandos de Notch en celulas

dendriticas y su relaci6n con la polarizaci6n de la respuesta inmune.

OBJETIVOS ESPEciFICOS

•     Determinar  el  estado  de  maduraci6n  y  el  patr6n  de  citoquinas  secretadas  en

celulas dendriticas tratadas con estimulos Thl  (LPS,  CpG) y estimulos Th2 (CT

y PGE2)

•     Evaluar  la  cin6tica  de  inducci6n  genica  mediante  PCR  en  tiempo  real  para

Delta4  y  Jagged-2  en  celulas  dendriticas tratadas  con  LPS  o  CT  en  ratones

C57BL/6.

•     Comparar  la  expresi6n  de  Delta-4  y  Jagged-2  en  BMDC  de  ratones  C57BL/6

tratadas con LPS,  CpG, CT, PGE2 o con un anticuerpo anti-CD40.



•       Evaluar el efecto de  lL-12 sobre la expresi6n de  Delta-4 y Jagged-2 en  celulas

dendriticas.

•     Comparar   la   expresi6n   de   Delta-4   entre   c6lulas   dendriticas   y   LT   CD4+

activados.

2. IviATERiALEs y rv]ETODOs

2.1  Animales

Para todos los experimentos se  utilizaron  ratones  C57BL/6,  OT-Il  y BALB/C de

2 a 4 in.eses de edad.  De 6stos los dos primeros presentan un fondo gen6tico H2b y el

tlltimo,  H2d.  Ambas  cepas  fueron  adquiridas  en  Jackson  Laboratory  (Bar Harbor,  ME,

EE.UU.) y   posteriormente se mantuvieron en el vivero de la Fundaci6n Ciencia para la

Vida.  La manipulaci6n de los animales se hizo segdn las reglas del Comit6 de Etica de

la Facultad de Ciencias,  Universidad de Chile.

2.2 Anticuerpos

En   el   presente   seminario   de   titulo   se   utilizaron   los   siguientes   anticuerpos

monoclonales:

Conjugados a  FITC:  anti-CD86 (clon  GL1),  anti-lAd (clon AMS-32.1),  anti-IAb (clon 25-9-

17).  Conjugado  a  PE:  anti-CDllc  (clon  HL3).  No  conjugados:  anti-CD40,  clon  3/23.

Todos   los  anticuerpos  fueron   adquiridos  en   BD   Biosciences   (EE.UU.).   Anticuerpos
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acoplados  a  microperlas  magn6ticas   (MACS):   anti-CDllc,   clon   N418;   adquirido  de

Mi[tenyi Biotec, Bergisch  Gladbach, Alemania.

2.3 Generaci6n de c6Iulas dendriticas derivadas de m6dula 6sea

Las   celulas   dendriticas  de   m6dula   6sea   (BMDC)   se  generaron   a   partir  de

celulas  precursoras  hematopoyeticas extraidas  de femur y tibia  de  ratones  C57BL/6  y

BALB/C.  Para  tal  efecto,  Ios  huesos  se  esterilizaron  en  etanol  75%  por  un  minuto,

luego  de lo cual fueron  perfundidos  con  medio  RPMl  suplementado con  L-glutamina  2

mM,   penicilina   100  U/ml  y  estreptomicina   100  ug/ml.     El  tejido  perfundido  se  agit6

fuertemente hasta una obtener soluci6n  homogenea.  Para lisar los g16bulos rojos de la

suspensi6n,  las c6Iulas se centrifugaron a 400 x g y el pellet se incub6 en una soluci6n

hipot6nica de cloruro de amonio (NH4Cl 0.15 M,  KHC0310 mM y Na2EDTA 0.1  mM,  pH

7.2-7.4)  por 5 minutos a temperatura ambiente.  Para lavar las celu]as,  se agreg6 20 m[

de  RPMl  +  10%  FBS y se centrifug6 a 400 x g  por 5 minutos a temperatura ambiente.

El pellet obtenido se resuspendi6 a una concentraci6n de  lxl06 c6lulas/ml en medio de

diferenciaci6n,  el  que  consiste  en  RPMl  +  10%  FBS  (GIBCO  BRL,  Life Technologies,

Bethesda,  MD,  EE.UU)  suplementado  con    L-glutamina  2  mM,  penicilina  100  U/ml  y

estreptomicina    100    Hg/ml    y    la    citoquina    recombinante    GM-CSF    10    ng/ml    (BD

Biosciences, San Diego, CA,  EE.UU.).  En algunos casos se agreg61  ng/ml de lL-4 (BD

Biosciences,  EE.UU.).  La  suspensi6n  celular  se  distribuy6  en  placas  de  24  pozos  (1

ml/pozo)  y  se  cultiv6  por  6  dias  a  37°C  y  5%  de  C02.  Al  segundo  y  cuarto  dia  de

cultivo, se extrajo el 75% del volumen de cada pozo y se reemplaz6 con  1  ml de media

fresco de diferenciaci6n.
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2.4 Purificac.16n de c6Iulas dendriticas

Al sexto dia de cultivo,  se extrajeron las c6lulas de cada placa por pipeteo y se

centrifugaron a 400 x g por 5 minutos.  El pellet se resuspendi6 en 30 ul del anticuerpo

monoclonal anti-CDllc acoplado a microperlas magneticas (clon N418, Miltenyi Biotec,

Bergisch Gladbach, Alemania) dilufdo en 300 ijl de tamp6n MACS (PBS + 2 mM  EDTA

+ 5%  FBS),  y se incub6 por 20 minutos a 4°C en  agitaci6n  rotatoria.  Luego se  lavaron

las c6Iulas con  1  ml de tamp6n MACS y se resuspendieron en 500 Lil del mismo buffer.

La  selecci6n   positiva  de  las  c6lulas   marcadas  se  realiz6   pasandolas  a  trav6s  de

columnas MACS  (Columnas LS;  Miltenyi  Biotec, Alemania) que pose?n una matriz que

permite obtener un fuerte campo magn6tico al ser acopladas a un iman  (Vario MACS).

La selecci6n se realiz6 segdn las instrucciones del fabricante.

2.5 Caraoterizaci6n de c6Iulas dendriticas

La  pureza  y  el  estado  de  maduraci6n  de  las  celulas  dendriticas  se  determin6

por citometria de flujo.  Para esto 5xl05 c6lulas se incubaron por 20 minutos a 4°C y en

oscuridad  en  100  ul de la mezcla de anticuerpos respectivos diluidos en  medio DMEM

+ 2%FBS.  Finalmente las celulas se lavaron en DMEM + 2%FBS y se resuspenden en

300 ul de PBS + 2% FBS.  Para adquirir los datos utilizamos un cit6metro FACscan (BD

Biosciences,  Mountain  View,  CA).  Los  datos  se  analizaron  con  el  programa  WinMDl

2.9.
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2.6 Activaci6n de las c6Iulas dendriticas

Las c6Iulas dendriticas obtenidas se  resuspendieron  a 2-3xl06/ml en  medio de

diferenciaci6n   (mencionado   mss   arriba),   en   algunos   casos   en   presencia   de   IL4

(1 ng/ml).  Se  adicionaron  los siguientes estimulos:  LPS  100  ng/ml,  oligonucle6tido  CpG

10  ug/ml,  CT  lug/ml,  PGE21uM,  lL-12p7010  ng/ml  (BD  Biosciences,  EE.UU.)  o  un

anticuerpo  anti-CD40  10ug/ml  (BD  Biosciences,   EE.UU.).   La  activaci6n  se  realiz6  a

37°C y 5%C02 durante 0,  4,  6,  12 o 24  hrs,  segdn  el  experimento.  Los sobrenadantes

fueron conservados a -80°C para posterior analisis de citoquinas por ELISA de captura

y las c6lulas dendriticas se lavaron 3 veces en PBS antes de extraer RNA.

2.7 Generaci6n de linfocitos Thl y Th2

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

previamente  descrito  con  algunas  modificaciones  (Grogan  et  al.   2001;  Minter  et  al.

2005).  Linfocitos T CD4+ de ratones OT-ll se purificaron a partir del bazo por selecci6n

inmunomagn6tica,   se   resuspendieron   a   2  x   106   celulas/ml   en   medio   de   co-cultivo

(IMDM+100/OFBS+ 50 HM 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   pug/ml  de  un  anticuerpo  anti-CD3  (BD  Biosciences),  estos  linfocitos

corresponden los descritos como LT en figura 8.  En la generaci6n de linfocitos Thl , se

agregaron  10 ng/ml de  lL-12 (R&D Systems) y 10 ug/ml de un anticuerpo anti-lL4 (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-   IFN-y  (BD
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Biosciences).   Al   tercer   dia   de   incubaci6n,   y   con   el   fin   de   detener   la   activaci6n

policlonal,  los linfocitos se traspasaron a pozo§ nuevos que no estaban recubiertos con

anti-CD3 y se les agreg6  1  ml de medio fresco sin citoquinas ni anticuerpos.  El fenotipo

resultante  de  los  linfocitos  se  verific6  por  citometria  de  flujo  al  dfa  5  en  base  a  la

producci6n de lFN-y e lL-4.

2.8 E>ctracci6n de RNA total

La extracci6n de RNA total se realiz6 a partir de 2-3xl06 c6lulas utilizando el kit

RNeasy  (QIAGEN,  EE.UU.)  segdn  el  protocolo  sugerido  por el  fabricante.  EI  RNA se

cuantific6  determinando  la  densidad  6ptica  a   260  nm  en  un  espectrofot6metro  6405

UVIvis   (Jenway   Limited,   Dunow,   lnglaterra).   El   grado  de   impurezas   peptidicas   se

determin6 calculando el coeficiente entre la densidad 6ptica a 260 nm y 280 nm.

2.9 Sintesis de CDNA

La  sintesis  del   CDNA  se   realiz6   a   partir  de   1   ug   de   RNA  total,   incubando

previamente   con   oligo-dT   (lnvitrogen,   CA,   EE.UU)   a   70°C   por   10   minutos   en   un

volumen de 12 ul.  Luego se agregaron 8 ul del mix de componentes para la sintesis de

CDNA que contenia 5 ul de buffer de reacci6n 5x (Tris-Hcl 50mM pH 8,3,  375 mM Kcl,

Mgc12  3   mM   y   10   mM   de   dTT)     (Promega,   EE.UU.),   1,25   ul   de   dNTP   (10   mM)

(lnvitrogen),   0,6   ul  de  inhibidor  de  RNasa  40  U   (RNasin®,   Promega  Madison,  Wl,

EE.UU)  y  1   Lil  de  de  transcriptasa  reversa  200  U/ml  (MMLV-RT,  Promega,  Madison,

Wl,  EE.UU.)  El  volumen  final  de  la  mezcla  de  reacci6n  fue  de  20  ul  y  el  programa

utilizado fue  1  hr a 42°C   para la acci6n de la enzima y finalmente 70°C por 15 minutos

para  la  inactivaci6n  de  6sta.  Las  reacciones  de  sintesis  de  CDNA  fueron  llevadas  a

14



cabo  en  un  termociclador  PTC-150  Minicycler  (MJ  Research  lNC,  Watertown,   MA,

EE.UU.).  Para corroborar la  calidad  del  CDNA (e  indirectamente de  la cuantificaci6n  de

RNA),  se  amplific6  por PCR  (en todas  las  muestras)  un fragmento de  719  pb  del  gen

de   P-actina.   Los   partidores   utilizados   fueron   adquiridos   en   Bios-Chile   (Bioschile,

lngenieria Gen6tica S.A.,  Santiago,  Chile) y tienen la siguiente secuencia:

a-actina sent/.do           : 5'   GTG ATG ATG CCC AGAAAG ACC  3'

P-actina anf/.-sent/.do   : 5'  CTA TTG GCT ATT GAT TGA ITG CTG A   3'

2.10 PCR en tiempo real

A  partir de  los  CDNA  obtenidos  se  amplific6  un  segmento  g6nico  de  Delta-4  y

Jagged-2   utilizando   Master   Mix   SYBR   Green/ROX      para   PCR   en   tiempo   real

(SuperArray  Bioscience  Corp,  EE.UU.).  La  mezcla  de  reacci6n  consiste  en  12,5  ijl  de

Master Mix,  1  ijl de la mezcla de partidores S y AS (50 mM) del gen respectivo (Delta4

o  Jagged-2),10,5  ul  de  agua  libre  de  nucleasas  y  1  Lil  de  CDNA como templado.  Los

partidores  para  Delta-4  se  adquirieron  en   Bioschi[e  (Bioschile,   lngenieria  Genetica

S.A„  Santiago,  Chile) y tienen la siguiente secuencia:

Delta-4 senfi.do             : 5'   GCA CCAACT CCTTCG TCG TC   3'

Delta4 ant/.sent/.do      : 5'  GTTTCC TGG CGAAGT CTC TG  3'
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El  programa de amplificaci6n  para  Delta4 corresponde a  un ciclo de 95°C por 10 min;

45 ciclos de 95°C por 30 seg, 58°C por 20 seg, 72°C por 30 seg y un ciclo final de 95°C

por 1  min, 58°C por 30 seg,  95°C por 30 seg.  En el caso de los partidores para Jagged-

2,  se  adquirieron  directamente  a  SuperArray  (SuperArray  Bioscience  Corp,  EE.UU.)  y

su   secuencia   no  es  revelada  por  la  empresa.   El   programa  de   amplificaci6n   para

Jagged-2  corresponde  a  un  ciclo  de  95°C  por  10  min;  40  ciclos  de  95°C  por 30  seg,

55°C por 30 seg,  72°C por 30 seg y un ciclo final de 95°C por 1  min, 55°C por 30 seg y

95°C  por 30 seg.  Como control de expresi6n  constitutiva se  utiliz6 el gen  HPRT cuyos

partidores se adquirieron en Bioschile y tienen la siguiente secuencia:

HPRT senfi.do               : 5' CTC CTC AGA CCG CITITT GC  3'

HPRT ant/.sent/.do        : 5' TAA CCT GGT TCA TCA TCG CTA ATC  3'

Todas  las  reacciones  de  amplificaci6n  y  registro  de fluorescencia  se  realizaron  en  un

termociclador  Stratagene  MX3000P  (Stratagene,   CA,     EE.UU.).   Para  determinar  la

expresi6n  relativa (E.R.) se utiliz6 el  metodo recomendado por el fabricante del  Master

mix  (SuperArray  Bioscience  Corp,  EE.UU.).  Basicamente,  se  calcul6  en  base  al  Ct  o

nt]mero  de   ciclos   que   le  tom6   a   cada   muestra   sobrepasar  el   umbral   minimo   de

fluorescencia   (fijado   en    la   mitad   de   la   curva   de   amplificaci6n    para   todos    los

experimentos) corregido a] gen control  (HPRT).  La f6rmula utilizada es la siguiente:

E.R. = 2e-(ZIAct)
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Donde:

Act  =  Ct miiestra -  CtHPRT

AAct = Act - Act (muestra control)

En  todos   los  experimentos   la   muestra   control  fueron   BMDC   no  tratadas  y

diferenciadas en  ausencia de  lL-4.  Para  normalizar las diferencias inherentes entre los

ratones, en todos los graficos se muestra la expresi6n relativa estandarizada en escala

de 1  a 100 donde el valor "100" corresponde a la muestra con mayor E.R.

2.11  ELISA

La  secreci6n  de  lL-10  e  lL-12p70  por  las  BMDCs  expuestas  a  los  diferentes

estfmulos   se   ensay6   mediante   ELISA  de   captura   (OptEIA  mouse   ELISA  set,   BD

Biosciences).  El experimento se realiz6 en placas de 96 pozos  lmmuno-plate Maxisorp

(Nunc,  EE.UU.)  a  las  cuales  se  agreg6  100  Hl  por  pozo  del  anticuerpo  de  captura

respectivo  diluido  1:125  en  "coating  buffer"  (NaHC03 0.33  M,  Na2C03  0.66  M,  pH  9.5)

incubandose a 4°C  por toda  la  noche.  Luego  la  placa se  lav6 3 veces con  soluci6n  de

lavado  (PBS  +  0.1% Tween 20).  Para bloquear se agreg6 420  LIl  por pozo de soluci6n

de bloqueo (PBS +  10%  FBS) y se incub61  hora a temperatura ambiente.  La placa se

lav6 3 veces con soluci6n de lavado y se agreg6100 ul por pozo de los sobrenadantes

de las BMDC tratadas con diferentes estimulos ademas de la diluciones de la citoquina

recombinante   utilizada   para   la   cuantificaci6n.   La   placa   se   incub6   por   2   horas   a

temperatura  ambiente   luego   de   lo   cual   se   lav6   5  veces   con   soluci6n   de   lavado.

Posteriormente,  se incub6  por  1  hora  con  100 ijl  por pozo del anticuerpo de detecci6n
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(biotinilado)  diluido  1 :250  (ambas citoquinas:  lL-12p70 e  lL-10)  mss  avidina  peroxidasa

a  la  misma  diluci6n.  La  placa  correspondiente  se  lav6  7  veces  antes  de  agregar  la

soluci6n de revelado TMB Substrate reagent Set (BD Pharmingen,  EE.UU.). Al cabo de

unos  minutos  se  agreg6   50   ul   por  pozo   de   H3P04   1M   para  detener  la   reacci6n.

Finalmente se ley6 la densidad 6ptica de cada pozo a 450 nm en un espectrofot6metro

Emax   Precision   Microplate   Reader   (Molecular   Devices,    EE.UU.).    Los   limites   de

detecci6n para lL-10 e lL-12p70 fueron de 31,3 pg/ml y 62,5 pg/ml,  respectivamente.
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3. RESULTADOS

3.1  Caracterizaci6n de celulas dendriticas obtenidas de m6dula 6sea.

Las DCs fueron producidas desde precursores presentes en la m6dula 6sea de

ratones  C57BL/6  y  diferenciadas  con  GM-CSF,  en  presencia  o  ausencia  de  IL4.  AI

cabo   de   6   dias   de   cultivo   las   DCs  fueron   seleccionadas   con   perlas   magn6ticas

conjugadas  con  un  anticuerpo  anti-CDllc  lo  que  permite  obtener  preparaciones  de

DCs con alrededor de un 85% de pureza.

Las  DCs fueron  caracterizadas por su estado de maduraci6n y por el  patr6n de

secreci6n de citoquinas frente a determinados estimulos.  En  primer lugar evaluamos el

estado   de   maduraci6n   de   las   DCs   en   base   a   la   expresi6n   de   mol6culas   de

histocompatibilidad de clase 11  (MHC-]l) y la molecula coestimuladora CD86,

En la Fig.  1  observamos que las DCs producidas en presencia de lL-4 muestran

un  porcentaje  mayor de  c6lulas  MHC-ll+  y  CD86+  comparadas  a  las  DCs  generadas

en  ausencia  de  lL-4  Esto  concuerda  con  resultados  previos  de  nuestro  laboratorio

donde  se  demostr6  que   lL-4  generaba  DCs  en  un  mayor  estado  de  maduraci6n

(Sauma y col, 2004).

Enseguida  evaluamos  la  secreci6n  de  lL-10  e  IL-12  en  las  DCs  activadas  con

diversos  estfmulos.  Para  esto  las  DCs  de  ratones  C57BL/6  fueron  tratadas  con    LPS

(100  ng/ml),  CpG  (10  ug/ml),  CT  (1  ug/ml)  o  PGE2  (1  uM)  por 12  horas en  presencia o

ausencia  de  lL-4.  Los  sobrenadantes  de  las  DCs  estimuladas  fueron  ensayados  por

ELISA de captura para determinar la concentraci6n de IL-10 e  lL-12p70.  Como control

de estos experimentos  las  DCs se mantuvieron en cultivo por la duraci6n del ensayo y

se les denomina No Tratadas (NT).
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Figura 1.  La presencia de lL4 durante la diferenciaci6n de c6lulas dendriticas
induce   la   generaci6n   de   c6lulas   con   un   fenotipo   mss   maduro.   Celulas
dendriticas derivadas de ratones C57BLJ6 diferenciadas en presencia o ausencia de
lL4  (1  ng/ml)  se  analizaron  por citometria de flujo  para  determinar la  expresi6n  de
I-Ab  y  CD86.  En  los  gfaficos  se  muestran  los  porcentajes  de  celulas  presentes  en
cada cuadrante.  Resultado representativo de 10 experimentos independientes



Como   se   observa  en   la  figura  2A  y  a,   las   DCs   no  tratadas   no   producen

cantidades detectables de  las citoquinas ensayadas.  Las  DCs  producidas en  ausencia

de  lL-4  producen  sobre  los  1000  pg/ml  de  IL-10 frente  a  LPS  y  CpG  mientras que  las

DCs  producidas  en  presencia  de  IL4  secretan  niveles  apenas  detectables  de  eta

citoquina  frente  a  estos  estimulos.  Cabe  destacar  que  los  estfmulos  CT  y  PGE2  no

inducen  la  secreci6n  de  IL-10  en  las  DCs  sean  6stas  diferenciadas  en  presencia  o

ausencia   de   lL4.   En   cuanto   a   la   producci6n   de   IL-12,   podemos   observar   que

principalmente  las  DCs  generadas en  presencia de  lL-4  producen  3500  pg/ml   y 7500

pg/ml en respuesta a LPS y CpG respectivamente aunque CpG parece ser un estimulo

que induce esta citoquina sin importar el origen de la DC.  Finalmente,  Ias DCs tratadas

con   CT  y   PGE2   apenas   secretan   niveles   detectables   de   lL-10   y   nada   de   lL-12

concordando    con   trabajos    de    la    literatura    que    muestran    que   tales    estimulos

condicionan a la DC para inducir respuestas Th2 (Kapsenberg, 2003).
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-  lL-4 +  lL-4

Figura 2.  IL4 bloquea  la secreci6n de lL-10 y favorece  la secreci6n  de IL-12  por

BMDC  activadas.    Celulas  dendriticas  diferenciadas  en  ausencia  (barras  verdes)  o

presencia de  IL4  (barras azules) se activaron  por  12 horas con  LPS  (100 ng/ml),  CpG

(1  ijg/ml),  CT (1  ug/ml)  o  PGE2  (1  iJM).  La secreci6n de  lL-10  (A)  e  lL-12  (8)  por estas

c6Iulas  se  evalu6  mediante  ELISA  de  captura.  El  control  no  tratado  (NT)  se  dej612

horas en medio de diferenciaci6n,  (n=1).
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3.2 Cin6tica de expresi6n de Delta4 y Jagged-2 en c6Iulas dendriticas de ratones

C57BL/6

Delta-4 y Jagged-2 son  ligandos de Notch  cuyos  RNA mensajeros se expresan

en  c6lulas  presentadoras  de  antigenos  como  LB,  macr6fagos  y  DCs  (Yamaguchi  E.,

2002),  sin  embargo  la  presencia  de  estos  ligandos  en  estas  c6lulas  no  ha  sjdo  bien

estudiada.

La cin6tica de expresi6n de Delta-4 y Jagged-2 en  DCs estimuladas,  se analiz6

por  PCR  en  tiempo  real.  Elegimos  realizar estos  experimentos  con  DCs  activadas  en

presencia de lL4 las cuales fueron tratadas con LPS (100 ng/ml) o CT (1  Lig/ml) por 6,

12 y 24 hrs.  La expresi6n de Delta-4 y Jagged-2 en DCs recien purificadas fue definida

como la expresi6n relativa a tiempo 0.  Como control las DCs se mantuvieron sin tratar

en  medio de  diferenciaci6n  durante  los  mismos tiempos de  activaci6n.  En  la figura  3A

observamos  que  el  mRNA  para  Delta4  se  induce  en  DCs  tratadas  con  LPS  con  un

maximo de expresi6n  relativa a  las  12  horas de activaci6n  mientras que el tratamiento

con CT no induce   Delta4.  Por otro lado,  DCs tratadas con CT producen un maximo de

expresi6n del mRNA de Jagged-2 a las  12 horas de activaci6n  (Fig.  38),  mientras que

LPS  no  induce significativamente este mRNA.  Estos  resultados concuerdan  con  datos

de la literatura que muestran que LPS y CT inducen en DCs la expresi6n de los mRNA

de Delta-4 y Jagged-2 respectivamente. (Amsen D., 2004).

23



Delta4

12                       18                      24

Mrs

Jagged-2

12                      18                     24

Mrs

;(NT

><      LFS

=CT

;:NT

=LF§

=CT

A)

Figura  3.  Cin6tica  de  expresi6n  de  Delta4  y  Jagged-2  en  DCs  derivadas  de

ratones  C57BL/6.  Celulas dendriticas derivadas  de  m6dula  6sea  de  ratones  C57BL/6

fueron   activadas   con   LPS   (100   ng/ml)   o   CT   (1ug/ml)   por   diferentes  tiempos.   La

expresi6n relativa de Delta-4 (A) y Jagged-2 (8) fue analizada mediante PCR en tiempo

real y se compar6 con c6lulas no tratadas (NT).
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3.3  Delta4 y  Jagged-2  se  inducen  diferencia]mente  con  distintos  estimulos  en

c6Iulas dendriticas.

En  base  a  los  estudios  cin6ticos  elegimos  analizar  la  expresi6n  de  Delta4  y

Jagged-2  en  DCs tratadas  con  diversos  estimulos  a  las  12  horas  de tratamiento,  que

representa  el  maximo  de  inducci6n,  Puesto  que  nuestro  objetivo  era  correlacionar  la

expresi6n   de   los   ligandos   de   Notch   con   la   polarizaci6n   de   la   respuesta   inmune,

elegimos estimulos Thl  (LPS y CpG) y estimulos Th2  (CT y PGE2).  La descripci6n de

estos   estimulos   y   sus   receptores   se   encuentra   en   la   Tabla   1.   Adicionalmente

analizamos el efecto de estos estimulos en DCs diferenciadas en presencia o ausencia

de lL4.

En  primer  lugar  observamos  que  las  DCs  no  tratadas  generadas  de  ratones

C57BL/6   expresan   basalmente   Delta4   y   Jagged-2,    puesto   que   en   todos   los

experimentos fue posible observar amplicones para ambos genes.  La presencia de lL4

durante la generaci6n de las DCs no afecta la expresi6n  basal de ambos ligandos (Fig.

4).  Las  DCs  activadas  con  LPS  o  CpG  indujeron  Delta4  independientemente  de  la

presencia  de  lL-4,  y  este  efecto fue  notablemente  mayor con  CpG  (Fig.  4A).  Por otra

parte, tanto  CT coma  PGE2 no produjeron un aumento significativo en  la expresi6n de

Delta4.

Al  analizar la  expresi6n  de Jagged-2 en  las  DCs,  notamos que este ligando  no

se  induce  bajo  ninguno  de  los  estimulos  utilizados  cuando  las  DCs  son  generadas  y

activadas en ausencia de lL4.  Sin embargo,  las DCs generadas en presencia de lL4

inducen  un  aumento significativo  de  Jagged-2  al  estimular con  CT.  El tratamiento  con

PGE2  tambi6n  indujo  un  aumento  de  la  expresi6n  relativa  de  Jagged-2  en  todos  los

experimentos pero no fue estadisticamente significativo.
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Tabla 1. Descripci6n de los diferentes estimulos utilizados en BMDC.

Es1:imulo Sigla Origen Receptor conocido enc6Iulaseucariontes

Lipopo[isacarido LPS
Componente demembranadebacteriasgram(-)

Receptor tipo Toll 4(TLR4),extracelu[ar

Toxina del c6lera CT

Enterotoxinaproducidapor la
Monosialogangl6sidol

bacteria gram (-)Vibriocholerae (GM1),  extracelular

OIigodeoxinucle6tido CpG-ODN
Mol6cula sint6ticasimilaraDNAbacterialdesmetilado

Receptor tipo Toll 9
CpG (TLR9),  intracelular

Prostaglandina E2 PGE2

Compuesto similar aIashormonas
Receptores EP1,  EP2,

producido por variosteiidosenanimales EP3 y EP4, extracelular
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Figura  4.     Expresi6n  diferencial  de  Delta4  y  Jagged-2  en  DCs  derivadas  de

ratones C57BL/6.  C6lulas dendriticas derivadas de m6dula  6sea  de  ratones  C57BL/6

diferenciadas  en  ausencia  (barras  verdes)  o  presencia  de  lL4  (barras  azules),  fueron

activadas  por  12  horas  con  LPS  (100  ng/ml),  CpG  (1  ug/ml),  CT  (1  ug/ml)  o  PGE2  (1

uM).  La  expresi6n  relativa  del  mRNA de  Delta4  (A)  y Jagged-2  (8)  se  determin6  por

PCR   en   tiempo    real.    Resultado   de   5    (Delta4)    y   4    (Jagged-2)   experimentos

independientes;  p<0.05  (*),  p<0.01   (**)  y  p<0.001(***).  Test  de  ANOVA  con  post-test

de Bonferroni.
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3.4 Efecto de lL-12 en la expresi6n de Delta4

Como se demostr6  previamente  (Fig.  2A),  las  DCs  activadas  por  12  horas  con

LPS o CpG inducen considerablemente la expresi6n de Delta-4.  Dado que la expresi6n

de  Delta-4 en  DCs aumenta en  respuesta a estimulos que  inducen  la secreci6n de  lL-

12  (Fig.  28)  investigamos  si  el  efecto  inductor  de  LPS  y  CpG  sobre  Delta4  es  una

consecuencia indirecta del aumento de lL-12.  Para esto las DCs generadas y activadas

en  presencia de  IL4, fueron tratadas con  lL-12 en presencia o ausencia de CpG dado

que este estimulo present6 el efecto mss potente en la inducci6n de Delta4.  Como se

observa en la figura 5A,  lL-12 por si sola no es capaz de inducir Delta-4 en DCs siendo

la expresi6n  relativa equivalente a  la condici6n  no tratada.  Sin  embargo,  al agregar lL-

12 junto a  CpG,  la expresi6n  relativa de  Delta-4 fue significativamente  mayor respecto

al   estimulo  s6Io.   Para  verificar  si  el  efecto  es  especifico   para  Delta4,   se  evalu6

Jagged-2 bajo los mismos tratamientos.  En la Fig. 58 es posible observar que Jagged-

2  tampoco   es   inducido   par   IL-12   y   por  otro   lado,   CpG   disminuye   los   niveles   de

expresi6n de Jagged-2.
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NT           NT+lL12         CpC       CpC+lL12
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NT           NT+lL12         CpG        CpG+lL12

Figura  5.  IL-12  acttla  en  sinergia  con  CpG  en  la  inducci6n  de  Delta4.    Celulas

dendriticas  derivadas  de  medula  6sea  de  ratones  C57BL/6  fueron  activadas  por  6

horas  con  CpG  (1   ug/ml)  en  ausencia  o  presencia  de  IL-12  (10  ng/ml).  La  expresi6n

relativa del  mRNA de  Delta4 (A)  y Jagged-2  (8) se determin6  por PCR en tiempo  real

Resultados  de  3  experimentos  independientes  (A)  y  un  experimento  (8),   p<0.05  (*);

p<0.001  (***). Test de ANOVA con  post-test de Bonferroni.
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3.5 Expresi6n de Delta4 y Jagged-2 en DCs de ratones BALB/c

En  la  literatura se  ha demostrado que las  cepas de  ratones  C57/BL6 y  BALB/c

tienen  tendencia  a  producir  preferentemente  respuestas  Thl  o  Th2  respectivamente.

Puesto  que  el   objetivo  de  este  trabajo  es  investigar  si  existe  correlaci6n  entre  la

expresi6n  de  ligandos  de  Notch  y  la  polarizaci6n  de  la  respuesta  inmune,  decidimos

realizar un experimento indagatorio para evaluar la expresi6n de Delta-4 y Jagged-2 en

ratones  BALB/c.   Las  condjciones  de  activaci6n  fueron  las  mismas  que  en  ratones

C57BL/6  y  el  analisis  se  hizo  por  PCR  en  tiempo  real.  En  la  Fig.  6A se  muestra  que

DCs generadas y activadas en presencia de lL4,  inducen Delta4 en respuesta a LPS,

con  un  maximo de expresi6n  a las 6  horas,  aunque las diferencias de expresi6n  entre

ambos estimulos (LPS y CT) son claras adn a las  12 horas.  La expresi6n de Jagged-2,

a  diferencia  de  Delta4,  aumenta  en  respuesta  a  CT  y  el  maximo  de  inducci6n  se

observa  a  las  6  horas  de  activaci6n  y se  mantiene  hasta  las  12  horas.  Enseguida  se

compararon DCs generadas en presencia o ausencia de IL-4,  las cuales se estimularon

ademas con CpG y PGE2 durante  12 horas (Fig. 7).  En el caso de  Delta4,  CpG fue el

estimulo que present6  un aumento considerable cuando  las  DCs fueron generadas en

ausencia de lL4.  Por otro lado, Ia expresi6n de Jagged-2 aument6 solo en respuesta a

CT en  DCs diferenciadas y activadas en presencia de lL4.  En este caso,  Ia respuesta

a PGE2 fue comparable a la condici6n no tratada.

En  resumen  estos  resultados  sugieren  que  existen  diferencias  importantes  en

cuanto  a  la  expresi6n  de  Delta-4  y  Jagged-2  dependiendo  del  fondo  gen6tico  de  los

ratones que se estan  analizando.  En  el  caso de ratones  BALB/c la expresi6n  de estas

mol6culas es sensible a la presencia de lL-4
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Figura  6.  Cin6tica  de  expresi6n  de  Delta4  y  Jagged-2  en  DCs  derivadas  de

ratones  BALB/c.  Celulas  dendriticas  derivadas  de  medula  6sea  de  ratones  Balb/c

fueron   activadas   con   LPS   (100   ng/ml)   o   CT   (1ijg/ml)   por   diferentes   tiempos.   La

expresi6n relativa de Delta4 (A) y Jagged-2 (8) fue analizada mediante PCR en tiempo

real   y   se   compar6   con   c6Iulas   no   tratadas   (NT).   Resultado   de   2   experimentos

independientes.
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Jagged-2
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lrGM-CSF+lL4

-rGM-CSF
lrGM-CSF+IL4

Figura  7.   Expresi6n  diferencial  de  Delta4  y  Jagged-2  en   DCs  derivadas  de

ratones  BALB/c.  Celulas  dendriticas  derivadas  de  medula  6sea  de  ratones  Balb/c

diferenciadas  en  ausencia  (barras  verdes)  o  presencia  de  lL4  (barras  azules),  fueron

activadas  por  12  horas  con  LPS  (100  ng/ml),  CpG  (1  Hg/ml),  CT  (1  ug/ml)  o  PGE2  (1

LiM).  La  expresi6n  relativa  del  mRNA de  Delta4  (A)  y Jagged-2  (8)  se  determin6  por

PCR en tiempo real.  (n=1)
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3.6 Expresi6n de Delta4 en linfocitos T activados y en BMDC activadas via CD40

La sefializaci6n mediada por el receptor Notch ha sido principalmente estudiada

en  LT,  donde se  ha  demostrado  que juega  un  rol  importante tanto  en  el desarrollo de

los  LT  (Allman,  2002)  como  en  su  activaci6n  (Eagar,  2004).  Sin  embargo  Delta-4  y

Jagged-2 tambien  han  sido  encontrados  en  LT (Singh  N,  2000)  y puesto que  las  DCs

pueden expresar Notch, nos pareci6 interesante evaluar Delta4 en LT activados (Thl  y

Th2) y comparar su expresi6n con la de DCs.

La expresi6n de  Delta-4,  en  linfocitos activados policlonalmente y diferenciados

por  medio  de  citoquinas  a  Thl   o  Th2  (ver  Mat.  Y  Met.)  fue  comparable  al  nivel  de

expresi6n  basal  de  DC  no tratadas  (Fig.  8).  Por otro  lado,  determinamos  la  expresi6n

de  Delta-4  en  DC  estimuladas  con  un  anticuerpo  anti-CD40,  de  manera  a  imitar  la

interacci6n     CD40-CD40L    que     ocurre     entre     las     DCs     y     linfocitos    T     CD4+.

Interesantemente,   Delta4  se   indujo  considerablemente  en   DCs  tratadas   con   anti-

CD40,  incluso  en  mayor  magnitud  comparado  con  un  estimulo  mediado  por  TLR4

como LPS (Fig.  8).
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NT        LPS        CT     acD40     LT       LThl     LTh2

Figura 8.  Delta4 se induce en c6Iulas dendriticas tratadas con anti-CD40. Celulas

dendriticas  activadas  por 6  horas  con  LPS  (100  ng/ml),  CT  (1  tjg/ml)  o  un  anticuerpo

anti-CD40  (10  ug/ml)  y  diferentes  subpoblaciones  de  linfocitos  T  CD4+  activados  se

analjzaron  mediante  PCR  en  tiempo  real  para  determinar  la  expresi6n  del  mRNA  de

Delta-4.  LT:  Linfocitos T activados,  LThl(2):  Linfocitos T helper 1(2).   (n =1).
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4.  DISCUSION

La  via  de  sefializaci6n   Notch  se  gatilla   por  la  interacci6n   de   uno   de  los  4

receptores     Notch     descritos     (Notchl-4)     con     alguno     de     los     cinco     ligandos

correspondientes,   a  saber  Delta-1,   Delta-3,   Delta-4,   Jagged-1   o  Jagged-2.      Estos

tlltimos  se  expresan  en  una  gran  variedad  de  poblaciones  celulares  presentes  en

eventos  de  diferenciaci6n.  La  polarizaci6n  de  la  respuesta  immune,  corresponde  a  un

proceso  de  diferenciaci6n tardio  donde  LT  CD4+  sufren  cambios  de  expresi6n  g6nica

que  los  transforman  en  celulas  con  caracteristicas  bien  definidas,  como  e]  patr6n  de

secreci6n  de  citoquinas.  Por otro  lado,  esta  ampliamente  demostrado  que  las  c6lulas

dendriticas,  en funci6n de la  naturaleza del estimulo o  pat6geno encontrado,  controlan

la polarizaci6n de los linfocitos T CD4+ a Thl  o Th2 (Kapsenberg, 2003).

Se ha descrito que las DCs expresan todos los ligandos de  Notch descritos con

excepci6n   de   Delta-3   (Yamaguchi   y   col,   2002)   y   que   ademas,   estos   ligandos

interacdan en la interface DC:LT con sus receptores,  Notch  1  y Notch 2 expresados en

el   LT   CD4+.    De   manera   que   es   altamente   probable   que   durante   la   sinapsis

inmunol6gica, esta via de sefializaci6n juegue un rol en [a polarizaci6n de los  LT CD4+.

En  este  contexto,  el  presente  trabai.o  se  enfoca  en   investigar  la  expresi6n  de  los

ligandos de  Notch  en  las  DCs a manera de entender si estos  ligandos participan  en  la

instrucci6n de los LT CD4+ en el curso de una respuesta inmune adaptable.

Si bien  las DC expresan basalmente los ligandos de Notch,  se ha descrito en la

literatura  (Amsen y col,  2004)  y se demuestra en  este trabajo que  la  expresi6n  de  los

ligandos   Delta-4   y  Jagged-2   aumentan   diferencialmente   dependiendo   del   tipo   de

estimulo sensado por la DC.   En el caso de mol6culas promotoras de respuestas Thl,

se  inducen  ligandos  de  la  familia  Delta;  en  cambio  con  promotores  Th2  se  induce  en
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particular Jagged-2 (Amsen et al, 2004).  Esto concuerda con un posible rol de Delta4 y

Jagged-2 en la generaci6n de respuestas Thl  y Th2 respectivamente.

IL-4   es   una  citoquina   muy   relacionada   con   la   polarizaci6n   de   la   respuesta

inmune  actuando  tanto  sobre  las  DC  como  sobre  los  LT.  Uno  de  los  dogmas  de  la

inmunologia  establece  que   la  activaci6n   de  los   LT  en   presencia  de   lL4   produce

respuestas Th2.  Sin embargo,  se ha descrito que DC diferenciadas en presencia de lL-

4 favorecerian  respuestas  Thl  puesto  que  IL-4  inhibe  la  producci6n  de  lL-10  a  la  vez

que  favorece   la   producci6n  de   lL-12  por  las   DCs  en   respuesta  a  algdn   estimulo

patog6nico  (Figura  2;  Sauma  y  col,  2004;  Yao  y  col,  2005).   En  este  escenario,  el

desarrollo de una respuesta Thl  puede depender tanto de la presencia de lL-4 durante

la  diferenciaci6n  de  la  DC,  como  del  estimulo  sensado  por  un  determinado  TLR.  En

este  trabajo  demostramos  que  Delta-4  es  inducido  principalmente  por  estimulos  Thl

como LPS y CpG,  ademas que la  inducci6n de  Delta4 es independiente de  lL-4 por lo

tanto jugaria un rol importante como inductor Thl .  En acuerdo con nuestros resultados,

Skokos  et  al  (2006)  publicaron  que  Delta4  (ademas  de  Delta-1)  e  IL-12  tienen  un

efecto redundante sobre LT CD4+ y cuantificaron la contribuci6n relativa en la inducci6n

de  respuestas Thl  en  10-15%  por efecto  de  la  sefializaci6n  mediada  por  Delta  y  85-

90%  por efecto de  lL-12,  en  base al porcentaje de  LT CD4+ productores de  lFN-y que

se generaban con ambas vias.

Por otra  parte,  el  inicio  de  respuestas Th2  es  un  tema  mss  controversial.  Este

tipo de respuesta ocurre cuando  la  DC capta componentes de parasitos pluricelulares,

toxina  del   c6lera   o  PGE2.  A  pesar  que  la  mayoria  de  los  receptores   para  estos

estimulos estan iden{ificados,  las moleculas que gatillarian  respuestas Th2 no lo estan.

El   principal   factor   soluble   involucrado   en   diferenciaci6n   Th2   es   IL4,   la   cual   es

producida  por los  propios  LTh2.  Se  ha  postulado que  las  respuestas Th2  ocurren  por
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defecto,  es decir en  ausencia de inductores Thl  (Moser y Murphy,  2000).  Tal como se

mencion6,  IL-4  es  la  citoquina  asociada  a  respuestas Th2  aunque  se  ha  descrito  que

la§  DCs  pueden desarrollar respuestas Th2  en  ausencia de sefializaci6n  mediada  por

IL-4  (Jankovic  y  col,  2000).  Amsen  y  col  (2004)  y  Tanigaky  y  col  (2004)  propusieron

que la via Notch podria ser una respuesta a este problema, donde Jagged jugaria el rol

central.  Estos autores demostraron que  la  DC previo aumento de  la expresi6n  de este

ligando es capaz de producir respuestas Th2 de manera independiente de IL4.

Los resultados del presente trabajo en principio no estarian.de acuerdo con esta

aseveraci6n,  puesto que la expresi6n de Jagged-2 aumenta s6lo en  DCs diferenciadas

y  activadas  en  presencia  de  IL-4.  Sin  embargo,  esta  discordancia  no  es  categ6rica

puesto  que   los   resultados  mostrados   no   permiten   atribuir  el  efecto  de   lL-4  en   la

inducci6n  de Jagged-2  a  la  c//.ferenc/.ao/.6n o  la  act/-vac/.6n de  la  DC.  En  el  primer caso

Jagged-2 si podria ser un factor importante en el inicio de respuestas Th2 puesto que

la    inducci6n    de    Jagged-2    ocurriria    reci6n    entre    6    y    12    horas    despu6s    del

reconocimiento  antig6nico,  periodo  muy  corto  para  que  exista  una  respuesta  previa

Th2 que supla  de  lL-4 al  sistema  (figuras 3 y 6).  En este  caso,  la  IL-4  necesaria  en  la

diferenciaci6n de la DC la podrian suplir poblaciones de la m6dula 6sea probablemente

en   respuesta   a   sefializaci6n   por  Jagged-1   ya   que   este   ligando   es   ampliamente

expresado en c6lulas estromales de  medula 6sea  (Cheng  y col,  2007). Ademas zonas

reguladoras  del  locus  il4  presentan zonas  de  uni6n  a  RBP-j,  importante  intermediario

de la sefializaci6n  Notch  (Amsen y col,  2004).  En el segundo caso (efecto de Ill en la

DC s6lo durante la activaci6n),  Jagged-2 cumpliria el rol de estabilizador o potenciador

de  una  respuesta Th2  previamente iniciada ya que  la  lL4  necesaria  para  la  inducci6n

de Jagged-2  en  este caso s6lo  podria  provenir (segtln  lo reportado  en  la literatura)  de

otros LTh2 (Mosmann y Coffman,1989).
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Un dato interesante surgido de este trabajo y del cual no existen reportes radica

en el aumento importante de la expresi6n de  Delta4 en la  DC cuando se estimula con

el  ligando  de  la  proteina  CD40,  expresada  en  DCs.  Este  hecho  sugiere  que  la  propia

sinapsis inmunol6gica reestimula la sefializaci6n via Notch y por ende,  la comunicaci6n

mediada por Notch entre la DC y el LT CD4+ seria bidireccional.

Otro  dato  importante,   es  que  la  seFializaci6n  mediada  por  Delta  o  Jagged,

ademas  de  gatillarse  con  estimulos  diferentes,  son  reciprocamente  inhibitorias.  Sun  y

Pearce   (2007)   demostraron   que   DCs   tratadas   con   estimulos   TLR   suprimen   el

direccionamiento  hacia  respuestas  Th2  al  inhibir  la  producci6n  temprana  de  lL4  por

LTh   independientemente del efecto de lL-12 e lFN-y.  Un afro mss tarde demostr6 que

esto  estaba  mediado  por  un  aumento  de  la  expresi6n  de  Delta-1  y  Delta-4  en  la  DC

(Sun y col,  2008).

Los  datos  presentados  en  este trabajo  dan  informaci6n  de  la  expresi6n  g6nica

de los ligandos de Notch a nive[ transcripcional.  Por lo tanto seria importante demostrar

la    temporalidad    de     la    expresi6n     de    ambos     ligandos    a     nivel    traduccional,

complementando estos datos con experimentos de western  blot o inmunofluorescencia

por   citometria   de   flujo.   Para   esto   es   necesario   contar   con   buenos   anticuerpos

comerciales.

Finalmente,  en  este  trabajo  se  demostr6  que  la  expresi6n  diferencial  de  los

ligandos  de  Notch  en  las  DCs  ocurre  segi]n  el  tipo  de  estimulo  sensado  y  depende

parcialmente  de  lL-4  (en  el  caso  de  Jagged-2).   Por  otra  parte,   la  inducci6n  g6nica

selectiva de un  ligando particular en  la DC podria contribuir a promover una respuesta

inmune ThlITh2 apropiada segi]n la naturaleza del pat6geno.
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5. CONCLUSIONES

•      En    ratones    C57BL/6,    Delta-4    es    inducido    en    celulas    dendriticas

expuestas a estimulos que gatillan respuestas Thl  como LPS y CpG.

•      En   este   mismo   fondo   genetico,   Jagged-2   es   inducido   en   celulas

dendriticas    frente    a    estimulos    Th2    como    toxina    del    c6Iera    y

prostaglandina E2.

•     La  inducci6n de  Delta-4 en  DCs es independiente de  lL-4,  en  cambio  la

inducci6n de Jagged-2 ocurre de manera dependiente de lL-4 durante la

diferenciaci6n y activaci6n de [a DC.

•      lL-12 por si sola no es capaz de inducir la expresi6n de  Delta-4,  aunque

presenta un efecto sinergico en respuesta a   CpG.

•     CD40L  induciria  la  expresi6n  de  Delta-4  en  DCs  de  ratones  C57BL/6

sugjriendo que  el  propio contacto entre  DCs y LT CD4+  podrian  activar

la via Notch potenciando la respuesta inmune.
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