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Sin duda, mi encanto por la biologia qued6 sellado desde muy pequerio,
tempranamente influenciado por mi papa, un biélogo evolutivo sin remedio que me
llevaba a la facultad de ciencias desde los 10 afios o antes. Ahi, me fascinaba mirando
objetos en la lupa u observando cromosomas de Liolaemus cuando solo sabia que
eran “palitos” cruzados dentro de las células.

Amo salir a terreno y observar todos los animales y plantas que pueda, lo que
derivé en querer saber como funcionaba todo lo que veia pero por dentro. Fue asi
como cai sin querer en la biotecnologia cuando empezaba el periodo de bachillerato,
por suerte en este mismo campus. Durante estos afios mi interés biolégico ha sido
bastante promiscuo ya que he pololeado con estudios de fisiologia en lagartos,
fisiologia vegetal (en mis unidades de investigacién), inmunologia (seminario de titulo)
y ahora por trabajo, en genomica de plantas. Y no se si lamentable- o
afortunadamente, todo me ha gustado. Ahora, mi camino se esta yendo hacia las

ciencias aplicadas y espero quedarme ahi por un tiempo.
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RESUMEN

Las células 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 Th1 o Th2. Esto ocurre durante la estrecha interaccion
de las DCs y los linfocitos T (LT) en los 6rganos linfoides secundarios. Una respuesta
Th1 se inicia cuando la interaccion entre la DC y el LT ocurre en presencia de IL-12, no
obstante se ha demostrado diferenciacion hacia Th1 independiente de IL-12. Las
respuestas Th2 se inician en presencia de [L-4 aunque no hay consenso acerca de
cudl es la fuente inicial de esta citoquina.

La via de sefializacién Noich participa en eventos de diferenciacién celular en
una variedad de tejidos y es esencial en la diferenciacién de los linfocitos T en el timo.
Por otro lado, se ha propuesto que la via Notch cumple un papel importante en la
polarizacién de [a respuesta inmune hacia Th1/Th2, puesto que existe evidencia que
las DCs expuestas a estimulos Th1 o Th2, aumentan la expresion de los ligandos de
Notch, a saber Delta o Jagged respectivamente.

En este trabajo demostramos que estimulos promotores de respuestas Th1
(LPS y CpG) inducen un aumento de la expresion génica de Delta-4 en DCs de manera
independiente de IL-4, en cambio moleculas promotoras de respuestas Th2 (CT y
PGE2) inducen la expresién de Jagged-2 en DCs de manera dependiente de IL-4. Esta
induccién es maxima entre las primeras 6 a 12 horas luego del encuentro con el
antigeno.

Dado que IL-12 es un fuerte mediador de respuestas Th1, se analizd si esta
citoquina regula la expresién de Delta-4 en células dendriticas. Encontramos que IL-12

no induce la expresién de este ligando por si sola, sin embargo acttia sinérgicamente




con CpG para aumentar la expresién de Delta-4 en DCs. Por otro lado, observamos
que CD40 es un regulador positivo de la expresién de Delta-4 en DCs, hecho no
reportado en la literatura hasta el momento. Por Ultimo, observamos que si bien los LT
CD4" también expresan los ligandos de Notch, el nivel de expresion de Delta-4 y
Jagged-2 en Th1 y Th2 fue bajo o similar a DCs no estimuladas.

Finalmente, las evidencias presentadas en esta tesis apoyan la hipétesis de la
participacién de la via de sefializacion Notch como un importante codigo de
comunicacion 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 Th1 or
Th2 phenotypes. This occurs during the close DC-T cell interaction at the secondary
lymphoid organ. Th1 responses are initiated when interaction between DCs and T cells
oceurs in the presence of IL-12, however there is evidence of the generation of Th1
responses in an IL-12-independent manner. Th2 responses arise in the presence of IL-
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 Noich 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 Th1 or Th2 stimuli respectively.

In this work we show that Th1-promoting stimuli (LPS and CpG) trigger an
increase in Delta-4 gene expression on DCs regardless of IL-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 IL-4. This induction has a peak during the first 6
to 12 hours after antigen recognition.

Since 1L-12 is a strong mediator of Th1 responses, we analized whether this
cytokine regulates Delta-4 gene expression on DCs. We found that although 1L-12
cannot induce Delta-4 for itself, it acts in synergy with CpG friggering an increase on
Delta-4 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 Th1 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 supporis the hypothesis that the
Notch pathway constitutes an important communication code used by DCs to direct the

course of adaptive immune responses.
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1. INTRODUCCION

El sistema inmune posee una gran cantidad de herramientas para detectar,
neutralizar y destruir tanto agentes patégenos como células 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 conira los patdgenos es la respuesta inmune innata, en la cual
estad involucrada la piel, células fagociticas, células NK y factores solubles como
citoquinas y sistema del complemento (Hoffmann y col, 1999). Este tipo de respuesta
se caracteriza por ocurrir rapidamentie debido al reconocimiento de patrones
moleculares comunes presentes en una gran cantidad de patégenos 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 inmune adaptable, requiere de una célula presentadora de
antigenos (APC, por antigen presenting cell) que reconozca al microbio en el lugar de
entrada, que lo fagocite y lo procese para luego presentar péptidos provenientes del
patégeno en  moléculas presentadoras  denominadas moléculas de
histocompatibilidad (MHC). Este ditimo proceso, denominado presentacion
antigénica, ocurre en el érgano linfoide mas cercano al lugar donde la célula dendritica
reconocid al patogeno y permite que el linfocito o célula efectora pueda reconocer al
antigeno (Ag) y ser activado. Este reconocimiento gatilla una cascada de sefializacion
interna en el linfocito, que induce su proliferacion y diferenciacion. Dependiendo de la
naturaleza del patégeno y de la via de ingreso al tejido, se activaran linfocitos T CD4+

los cuales produciran citoquinas que activaran células efectoras capaces de eliminar al




patogeno o bien adquﬁirén la capacidad de eliminar al patégeno directamente como es
el .caso de los linfocitos T CD8+. En anflbég casos se generaran linfocitos T de
m;moria, capaces de producir una respuesta efectora mucho mas eficiente frente a
encuentros sucesivos con el mismo microbio.

Cada linfocito T (LT) o B (LB) presenta en su superficie en receptor para el
antigeno capaz de reconocer de manera muy especifica a un probable antigeno. El
receptor del linfocito B o T (BCR o TCR, respectivamente) se produce por
recombinacion y reordenamiento somatico previo al reconocimiento del antigeno. De

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

molécula presente en organismos patogenos.
1.1 La célula dendritica y polarizacion de la respuesta inmune

El sistema inmune adaptable cuenta con dos mecanismos efectores principales.
El primero de ellos corresponde a la respuesta humoral, mediada por anticuerpos
producidos por los LB activados, los que opsonizan al microorganismo blanco
atrayendo a macrofagos o activando al sistema del complemento para la eliminacion
definitiva del microbio. En el segundo mecanismo la respuesta inmune es efectuada
directamente por los LT y se denomina respuesta cefular. El direccionamiento hacia un
tipo de respuesta celular o humoral es lo que se denomina polarizacién de la respuesta
inmune y es mediada por linfocitos Th1 y Th2 respectivamente.
Si bien no se han identificado proteinas de superficie que permitan identificar
inequivocamente linfocitos Th1 o Th2, se conocen claramente algunos factores de

transcripcion especificos de cada fenotipo y el patrdn de citoquinas que éstos producen

después de ser activados. Asi, se ha demostrado que los linfocitos Th1 expresan el




factor de transcripcién T-bet y secretan preferenciaimente interferon gama (IFN-y)
(Murphy y Reiner, 2002). Estos linfocitos se caracterizado por desencadenar inmunidad
celular en respuesta a patégenos intracelulares (Trinchieri, 2003). Los linfocitos Th2
expresan el factor de transcripcion GATA-3 y secretan IL-4, IL-5 e IL-13 (Mowen y col,
2004). Este fenotipo favorece el desarrollo de inmunidad humoral que es la forma mas
idonea 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 diferenciacién, funcionan como factores de crecimiento autocrino y a la

vez inhibitorios de la diferenciacion hacia el fenotipo opuesto.

Hoy en dia existen varias hipdtesis respecto del evento iniciador de la
polarizacion de la respuesta inmune, pero existe consenso respecto del papel esencial
de las DCs en llevar a cabo el programa de diferenciacion de los LT CD4". Las DCs
juegan un rol preponderante como procesadoras y presentadoras de antigenos pero
ademas son las Unicas células capaces de activar LT virgenes por lo que se les
denomina APC profesionales (Banchereau y Steinman, 1998). Las DCs reconocen
patégenos o entidades extrafias a través 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 moléculas del tipo MHC-Il. Durante este proceso, la DC sufre fuertes
cambios fenotipicos y morfolégicos acompariado de cambios en la expresion génica,
los cuales permiten su movilizacion y en conjunto determinan una disminucién de la
capacidad fagocitica y un aumento en la capacidad de presentar antigenos, activar LT

CD4" e inducir su diferenciaciéon (Kapsenberg, 2003).




Algunos de los cambios funcionales que ocurren en [as DCs son el aumento de
expresion de moléculas MHC, moléculas coestimulatorias como CD80 o CD86
(Kapsenberg, 2003), cambios en la expresion de receptores de quimioguinas que
facultan a [as DCs para migrar al érgano linfoide mas apropiado y permanecer en sitios
donde se localizan los LT (Sallusto y col, 1998). La estrecha interaccion que ocurre
entre el LT y la DC se denomina sindpsis inmunoldgica. Durante dicha sinapsis ocurren
eventos que gatillan el inicio, potenciacion y polarizacidén de una respuesta inmune
adaptable. Para el inicio de la respuesta inmune adaptable es necesaria la unidn entre
el TCR del LT CD4" y un péptido particular presentado en una molecula MHC-I! por la
DC. Ademas se requiere de la interaccion entre moléculas 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 interaccion el LT expresa CD40L, que
interacttia con CD40 en la DC, [o que lleva a una potenciacion de la respuesta inmune
adaptable {(Sousa y col, 1997). Por ultimo, la polarizacién de la respuesta inmune
ocurre por efecto de factores solubies 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, la interaccién entre receptores Notfch
presentes en los LT CD4" y sus ligandos Delta y Jagged presentes en las DCs,
determinarian la subsecuente polarizacién de los LT efectores (Amsen y col, 2004).

Las citoquinas son factores solubles determinantes en la polarizacién de la
respuesta inmune. De esta forma, si la IL.-12 esta presente durante la activacién de los
LT CD4", éstos se diferenciaran hacia un fenotipo Th1, mientras que el fenotipo Th2 se
produce principaimente en presencia de IL-4.

La IL-12 es producida por macrofagos 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 polarizacion de los LT CD4" hacia un fenctipo Tht,
existen evidencias de la generacién de respuestas de tipo Th1 en ausencia de IL-12
(Jankovic, 2002; Schijns, 1998). Por otra parie, se ha descritc que las DCs no
producen IL-4, hecho que ha llevado a plantear que el direccionamiento de la
respuesta inmune hacia un fenotipo Th2 ocurre mas bien por defecto, es decir en
ausencia de IL-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 secrecion de |L-12 por DCs derivadas de médula osea (Yao y col, 2005;
Sauma y col, 2004), de manera que el papel de IL.-4 en polarizacidén de los LT parece
controversial, por o menos hasta que se identifique la poblacién celular que produce
IL-4 de forma temprana. Por otro lado, se ha reportado la generacién de respuestas
Th2 en ratones que no pueden detectar la IL-4 (Noben-Trauth, 1997) o por activacién
de DCs con toxina del célera (CT) o prostaglandina E2 (PGE2) (Jankovic, 2000;
Kapsenberg, 2003), con lo que no se descarta que exista una sefial en la DC que
induzca este tipo de respuesta. Por ofra parte, se ha descrito que la via de sefializacidén
Notch podria actuar como sefial inductora de diferenciacion Th1/Th2. Tanto Noich
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 polarizacion de la respuesta inmune

1.2 Caracteristicas generales de la via de sefalizacidn Notch.

Notch es una familia de receptores de membrana capaces de fransducir

sefiales de regulacion transcripcional al interior de la célula. Su funcién principal radica




en regular procesos de diferenciacion durante la ontogenia de diversos linajes
celulares, por ende esta relacionado con morfogénesis, muerte celular programada y
proliferacion 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 Drosophila melanogaster donde experimentos de perdida
de funcién por mutacioén inducian una alteracién en el fenotipo de las alas, que se
expresaba como una muesca en la punta de éstas (de ahi el nombre “Notch” cuya
traduccién literal al espafiol es “muesca”) (Morgan, 1917). En mamiferos se han
descrito 4 receptores Notch (Notchi-4). De éstos, sélo Noich1 y Noich2 son
imprescindibles para la viabilidad embrional en ratones, deduciéndose que los distintos
receptores no cumplen funciones redundantes al menos durante la embriogénesis
(Huppert, 2000; Hamada, 1999). En mamiferos existen dos ligandos de tipo Serrate
llamados Jagged (Jagged 1y 2) y tres ligandos de tipo Delta de nhominados Delta-1, 3 y
4 (Maillard, 2005).

Notch es sintetizado en el reticulo endoplasmico como un polipéptido 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 fransmembrana que expone una porcidn intracelular. Antes
de ser direccionado a la membrana plasmatica, el heterodimero es glicosilado por
glicosil-transferasas de La familia Fringe. Esta etapa de glicosilacién favorece la
especificidad de union entre Notch y los ligandos de tipo Delta. Por el contrario
determinados niveles de glicosilacion efectuada por Fringe inhiben la sefializacion de

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

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




interaccién Notch-ligando, la porcién extracelular de Notch es cortada por la
metaloproteasa ADAM lo que favorece la monoubiquitinacién del dominio intracelular
permitiendo la endocitosis y el posterior corte de éste por y-secretasas en un
endosoma temprano. El dominio intracelular de Notch (ICN) ya liberado, es dirigido
hasta el nlcleo donde se asocia con RBP-J, un mediador comun 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 moléculas co-represoras. La unidn de ICN 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 transcripcion de los genes

blanco (Osborne y Minter, 2007).

1.3 Notch y el sistema inmune

Una de las funciones mejor documentadas de Notch durante el desarrollo de
células linfoides, es su rol critico en la diferenciacién de los linfocitos T. Por ejemplo,
esta descrito que en ausencia de sefializacion mediada por Notch 1 y 3 en el timo, los
progenitores linfoides no se diferencian a linfocitos T sino a linfocitos B (Radtke y col,
1999; Wilson y col, 2001). Asimismo, la expresion forzada de Notch 1 en médula ésea
induce la diferenciacion de progenitores linfoides hacia linfocitos T en desmedro de la
generacién de linfocitos B (Pui y col, 1999).

Consecuentemente con el rol de Notch como regulador de [a diferenciacion
celular, se ha descrito que esta via de sefalizacion también esta implicada en
polarizacion de la respuesta inmune (Maiilard, 2003). La sefializacion mediada por
Notch requiere obligadamente de la unién del receptor con sus ligandos. Los ligandos

de Noich son proteinas de membrana expresadas en células presentadoras de




antigenos, especialmente en DCs, a excepcion de Delta-3 (Yamaguchi y col, 2002). Se
ha demostrado que la expresion de los ligandos de Notch en DCs depende del
estimulo al cual han sido expuestas. Es asi como DCs activadas con estimulos Tht
como LPS presentan una mayor expresion de Delta-4, mientras que DCs activadas con
estimulos Th2 como toxina de! cdlera presentan una mayor expresion de Jagged 1y 2
(Amsen y col, 2004).

El papel de la via Notch en la polarizacion de la respuesta inmune es
controversial. Estudios in vitro e in vivo han demostrado que al fijar distintos ligandos
de Notch en placas de cultivo o induciendo [a expresién diferencial de éstos en APCs,
se generan diferentes perfiles de secrecién de citoquinas en LT CD4". De esta forma,
se ha asociado la sefializacion de Notch mediada por Delta-1 y Delta-4 a respuestas de
tipo Th1 y al aumento directo de la produccion de IFN-y (Amsen y col, 2004) aunque en
una publicacién reciente se demuestra que células dendriticas provenientes de médula
bsea que expresan Delta-1 o Delta~4 inducen respuestas Th1 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 sefializacién mediada por Jagged-1 y
Jagged-2 determina la produccion directa de [L-4 por LT CD4" ademaés de [a induccién
de la expresién del transactivador de [L-4, CNS-2 (Tanaka y col, 2006). Ademas
existen reportes que demuestran que ratones incapaces de expresar MAML, proteina
esencial en la sefializacion mediada por los cuatro receptores Notch, son incapaces de
llevar a cabo respuestas Th2 (Tu y col, 2005) sugiriendo que [a via Nofch seria

determinante en la generacién de respuestas Th2.




HIPOTESIS

En base a los antecedentes planteados en este trabajo postulamos que las
células dendriticas expresan en forma diferencial los ligandos de Notch (Delta-4 y

Jagged-2), frente a estimulos que producen respuestas Th1 o Th2, respectivamente.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la expresion diferencial de los ligandos de Notch en células

dendriticas y su relacion con la polarizacion de la respuesta inmune.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Determinar el estado de maduracion y el patrén de citoquinas secretadas en
células dendriticas tratadas con estimulos Th1 (LPS, CpG) y estimulos Th2 (CT
y PGE2)

o Evaluar la cinética de induccidon génica mediante PCR en tiempo real para
Delta-4 y Jagged-2 en células dendriticas tratadas con LPS o CT en ratones
C57BL/6.

e Comparar la expresion de Delta-4 y Jagged-2 en BMDC de ratones C57BL/6

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




e Evaluar el efecto de IL-12 sobre la expresién de Delta-4 y Jagged-2 en células
dendriticas.
s Comparar la expresion de Delta-4 entre células dendriticas y LT CD4+

activados.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Animales

Para todos los experimentos se utilizaron ratones C57BL/6, OT-Il y BALB/C de
2 a 4 meses de edad. De éstos los dos primeros presentan un fondo genético H2" y el
tltimo, H2®. Ambas cepas fueron adquiridas en Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME,
EE.UU.) y posteriormente se mantuvieron en el vivero de la Fundacion Ciencia para la
Vida. La manipulacion de los animales se hizo segin las reglas del Comi:té 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-IA? (clon AMS-32.1), anti-IA® (clon 25-9-
17). Conjugado a PE: anti-CD11c (clon HL3). No conjugados: anti-CD40, clon 3/23.

Todos los anticuerpos fueron adquiridos en BD Biosciences (EE.UU.). Anticuerpos

10




acoplados a microperlas magnéticas (MACS): anti-CD11c¢, clon N418; adquirido de

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Alemania.

2.3 Generacion de células dendriticas derivadas de médula 6sea

Las células dendriticas de médula osea (BMDC) se generaron a partir de
células precursoras hematopoyéticas extraidas de fémur y tibia de ratones C57BL/6 y
BALB/C. Para tal efecto, los huesos se esterilizaron en etanol 75% por un minuto,
luego de lo cual fueron perfundidos con medio RPMI suplementado con L-glutamina 2
mM, penicilina 100 U/ml y estreptomicina 100 pg/ml. El tejido perfundido se agitd
fuertemente hasta una obtener solucién homogénea. Para lisar los gldbulos rojos de la
suspension, las células se centrifugaron a 400 x g y el pellet se incubo en una solucién
hipoténica de cloruro de amonio {NH,Cl 0.15 M, KHCO; 10 mM y Na,EDTA 0.1 mM, pH
7.2-7.4) por 5 minutos a temperatura ambiente. Para lavar las células, se agregd 20 ml
de RPMI + 10% FBS y se centrifugd a 400 x g por 5 minutos a temperatura ambiente.
El pellet obtenido se resuspendid a una concentracion de 1x10° células/ml en medio de
diferenciacién, el que consiste en RPMI + 10% FBS (GIBCO BRL, Life Technologies,
Bethesda, MD, EE.UU) suplementado con L-glutamina 2 mM, penicilina 100 U/ml y
estreptomicina 100 pg/ml y la citoquina recombinante GM-CSF 10 ng/ml (BD
Biosciences, San Diego, CA, EE.UU.). En algunos casos se agregé 1 ng/ml de IL-4 (BD
Biosciences, EE.UU.). La suspension celular se distribuy6é en placas de 24 pozos (1
mifpozo) y se cultivd por 6 dias a 37°C y 5% de CO,. Al segundo y cuarto dia de
cultivo, se extrajo el 75% del volumen de cada pozo y se reemplazé con 1 ml de medio

fresco de diferenciacion.
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2.4 Purificacion de células dendriticas

Al sexto dia de cultivo, se extrajeron las células de cada placa por pipeteo y se
centrifugaron a 400 x g por 5 minutos. El pellet se resuspendié en 30 pl del anticuerpo
monoclonal anti-CD11¢ acoplado a microperlas magnéticas (clon N418, Miltenyi Biotec,
Bergisch Gladbach, Alemania) diluido en 300 ul de tampdn MACS (PBS + 2 mM EDTA
+ 5% FBS), y se incubd por 20 minutos a 4°C en agitacion rotatoria. Luego se lavaron
las células con 1 ml de tampén MACS y se resuspendieron en 500 pl del mismo buffer.
La seleccién positiva de las células marcadas se realizd pasandolas a través de
columnas MACS (Columnas LS; Miltenyi Biotec, Alemania) que poseen una matriz que
permite obtener un fuerte campo magnético al ser acopladas a un iman (Vario MACS).

La seleccion se realiz6 seguin las instrucciones del fabricante.

2.5 Caracterizacién de células dendriticas

La pureza y el estado de maduracion de las células dendriticas se determiné
por citometria de flujo. Para esto 5x1 0° células se incubaron por 20 minutos a 4°C y en
oscuridad en 100 pl de la mezcla de anticuerpos respectivos diluidos en medio DMEM
+ 2%FBS. Finalmente las células se lavaron en DMEM + 2%FBS y se resuspenden en
300 i de PBS + 2% FBS. Para adquirir los datos utilizamos un citémetro FACScan (BD
Biosciences, Mountain View, CA). Los datos se analizaron con el programa WinMDI

2.9.
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2.6 Activacion de Ias células dendriticas

Las células dendriticas obtenidas se resuspendieron a 2-3x10%ml en medio de
diferenciacion (mencionado mas arriba), en algunos casos en presencia de [L-4
(1ng/ml). Se adicionaron los siguientes estimulos: LPS 100 ng/ml, oligonucleétido CpG
10 pg/ml, CT 1ug/ml, PGE2 1pM, IL-12p70 10 ng/ml (BD Biosciences, EE.UU.) o un
anticuerpo anti-CD40 10pg/ml (BD Biosciences, EE.UU.). La activacion se realizé a
37°C y 5%CO0, durante 0, 4, 6, 12 o 24 hrs, seguin el experimento. Los sobrenadantes
fueron conservados a -80°C para posterior analisis de citoquinas por ELISA de captura

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

2.7 Generacion de linfocitos Th1 y Th2

Para la generacion de los linfocitos Th1 y Th2, se ufilizd 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 seleccion
inmunomagnética, se resuspendieron a 2 x 10° células/ml en medio de co-cultivo
(IMDM+10%FBS+ 50 uM 2ME) y se incubaron con 1 pg/ml de un anticuerpo anti-CD28
(BD Biosciences) en placas de 24 pozos (Corning Incorporated) previamente
recubiertas con 1 ug/ml de un anticuerpo anti-CD3 (BD Biosciences), estos linfocitos
corresponden los descritos como LT en figura 8. En la generacion de linfocitos Th1, se
agregaron 10 ng/ml de IL-12 (R&D Systems) y 10 pg/ml de un anticuerpo anti-IL-4 (BD
Biosciences). Para la diferenciaciéon de linfocitos Th2, las células se incubaron con 20

ng/ml de IL-4 (BD Biosciences) y con 10 pg/ml de un anticuerpo anti- IFN-y (BD
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Biosciences). Al tercer dia de incubacién, y con el fin de detener la activacion
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. El fenotipo

resultante de los linfocitos se verificd por citometria de flujo al dia 5 en base a la

produccion de IFN-y e [L-4.

2.8 Extraccion de RNA total

La extraccion de RNA total se realizé a partir de 2-3x10° células utilizando el kit
RNeasy (QIAGEN, EE.UU.) segin el protocolo sugerido por el fabricante. El RNA se
cuantificé determinando la densidad éptica a 260 nm en un espectrofotdometro 6405
UV/Vis (Jenway Limited, Dunow, Inglaterra). El grado de impurezas peptidicas se

determind calculando el coeficiente entre la densidad dptica a 260 nm y 280 nm.

2.9 Sintesis de cDNA

La sintesis del ¢cDNA se realizd a partir de 1 pg de RNA total, incubando
previamente con oligo-dT (Invitrogen, CA, EE.UU) a 70°C por 10 minutos en un
volumen de 12 pl. Luego se agregaron 8 ul del mix de componentes para la sintesis de
cDNA que contenia 5 pl de buffer de reaccién 5x (Tris-HCI 50mM pH 8,3, 375 mM KCl,
MgCl; 3 mM y 10 mM de dTT) (Promega, EE.UU.), 1,25 pl de dNTP (10 mM)
(Invitrogen), 0,6 pl de inhibidor de RNasa 40 U (RNasin®, Promega Madison, Wi,
EE.UU) y 1 pl de de transcriptasa reversa 200 U/ml (MMLV-RT, Promega, Madison,
WI, EE.UU.) El volumen final de la mezcla de reaccidén fue de 20 pl y el programa
utilizado fue 1 hr a 42°C para la accion de la enzima y finalmente 70°C por 15 minutos

para la inactivacion de ésta. Las reacciones de sintesis de cDNA fueron llevadas a
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cabo en un termociclador PTC-150 MiniCycler (MJ Research INC, Wateriown, MA,
EE.UU.). Para corroborar la calidad del cDNA (e indirectamente de la cuantificacion de
RNA), se amplificé por PCR (en todas las muestras) un fragmento de 719 pb del gen
de B-actina. Los partidores utilizados fueron adquiridos en Bios-Chile (BiosChile,

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

B-actina sentido 15" GTG ATG ATG CCC AGA AAG ACC 37

B-actina anti-sentido : 5° CTATTG GCT ATT GAT TGATIGCTGA 3’

2.10 PCR en tiempo real

A partir de los cDNA obtenidos se amplifico un segmento génico 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 reaccién consiste en 12,5 pl de
Master Mix, 1 pl de la mezcla de partidores S y AS (50 mM) del gen respectivo (Delta-4
o Jagged-2), 10,5 i de agua libre de nucleasas y 1 pi de cDNA como templado. Los
partidores para Delta-4 se adquirieron en BiosChile (BiosChile, Ingenieria Genética

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

Delta-4 sentido :5" GCACCAACT CCTTCGTCGTC &

Delta-4 antisentido :5° GTTTCC TGG CGAAGTCICTG 3
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El programa de amplificacién para Delta-4 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 amplificacion 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, 565°C por 30 seg y
95°C por 30 seg. Como control de expresion constitutiva se utilizé el gen HPRT cuyos

partidores se adquirieron en BiosChile y tienen la siguiente secuencia:

HPRT sentido :8"CTCCTCAGACCGCITTITGC &

HPRT antisentido  : 5" TAA CCT GGT TCATCA TCG CTA ATC 3’

Todas las reacciones de amplificacion y registro de fluorescencia se realizaron en un
termociclador Stratagene MX3000P (Stratagene, CA, EE.UU.). Para determinar la
expresion relativa (E.R.) se utilizé el método recomendado por el fabricante del Master
mix (SuperArray Bioscience Corp, EE.UU.). Basicamente, se calculdé en base al Ct o
niimero de ciclos que le tomdé a cada muesira sobrepasar el umbral minimo de
fluorescencia (fijado en la mitad de la curva de amplificacion para todos Ilos

experimentos) corregido al gen control (HPRT). La féormula utilizada es la siguiente:

E.R. = 2¢74%¢Y
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Donde:
ACt = Ct myestra - Cluprr

AACt = ACt - ACt {muestra control)

En todos los experimentos la muestra control fueron BMDC no tratadas y
diferenciadas en ausencia de 1L-4. Para normalizar las diferencias inherentes entre los
ratones, en todos los graficos se muesira la expresién relativa estandarizada en escala

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

2.11 ELISA

La secrecion de IL-10 e IL-12p70 por las BMDCs expuestas a los diferentes
estimulos se ensayé mediante ELISA de captura (OptEIA mouse ELISA sef, BD
Biosciences). El experimento se realizo en placas de 96 pozos Immuno-plate Maxisorp
(Nunc, EE.UU.) a las cuales se agregdé 100 pl por pozo del anticuerpo de captura
respectivo diluido 1:125 en "coating buifer" (NaHCO; 0.33 M, Na,CQO; 0.66 M, pH 9.5)
incubandose a 4°C por toda la noche. Luego la placa se lavd 3 veces con solucidn de
lavado (PBS + 0.1% Tween 20). Para bloquear se agregd 420 ul por pozo de solucion
de bloqueo (PBS + 10% FBS) y se incubé 1 hora a temperatura ambiente. La placa se
lavd 3 veces con solucion de lavado y se agregé 100 ul por pozo de los sobrenadantes
de las BMDC tratadas con diferentes estimulos ademas de la diluciones de la citoquina
recombinante utilizada para la cuantificacion. La placa se incubdé por 2 horas a
temperatura ambiente luego de lo cual se lavé 5 veces con solucién de lavado.

Posteriormente, se incubé por 1 hora con 100 pl por pozo del anticuerpo de deteccion
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(biotinilado) diluido 1:250 (ambas citoquinas: IL-12p70 e IL-10) mas avidina peroxidasa
a la misma dilucion. La placa correspondiente se lavo 7 veces antes de agregar la
solucion de revelado TMB Substrate reagent Set (BD Pharmingen, EE.UU.). Al cabo de
unos minutos se agregd 50 ul por pozo de H,PO, 1M para detener la reaccidn.
Finalmente se leyo la densidad 6ptica de cada pozo a 450 nm en un espectrofotémetro
Emax Precision Microplate Reader (Molecular Devices, EE.UU.). Los limites de

deteccion para IL-10 e 1L-12p70 fueron de 31,3 pg/ml y 62,5 pg/mi, respectivamente.
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3. RESULTADOS

3.1 Caracterizacion de células dendriticas obtenidas de médula ésea.

Las DCs fueron producidas desde precursores presentes en [a médula 6sea de
ratones C57BL/6 y diferenciadas con GM-CSF, en presencia o ausencia de [L-4. Al
cabo de 6 dias de cultivo las DCs fueron seleccionadas con perlas magnéticas
conjugadas con un anticuerpo anti-CD11c lo que permite obtener preparaciones de
DCs con alrededor de un 85% de pureza.

Las DCs fueron caracterizadas por su estado de maduracién y por el patrén de
secrecién de citoquinas frente a determinados estimulos. En primer lugar evaluamos el
estado de maduracion de las DCs en base a la expresion de moléculas de
histocompatibilidad de clase Il (MHC-II) y la molécula coestimuladora CD86.

En la Fig. 1 observamos que las DCs producidas en presencia de IL-4 muestran
un porcentaje mayor de células MHC-lI+ y CD86+ comparadas a las DCs generadas
en ausencia de IL-4 Esto concuerda con resultados previos de nuestro laboratorio
donde se demostrd que IL-4 generaba DCs en un mayor estado de maduracion
(Sauma y col, 2004).

Enseguida evaluamos la secrecién de IL-10 e IL-12 en las DCs activadas con
diversos estimulos. Para esto las DCs de ratones C57BL/6 fueron tratadas con LPS
(100 ng/ml), CpG (10 pg/ml), CT (1 pg/ml) o PGE2 (1 uM) por 12 horas en presencia o
ausencia de IL-4. Los sobrenadantes de las DCs estimuladas fueron ensayados por
ELISA de captura para determinar la concentracion de IL-10 e IL-12p70. Como control
de estos experimentos las DCs se mantuvieron en cultivo por la duracion del ensayo y

se les denomina No Tratadas (NT).
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Figura 1. La presencia de IL-4 durante la diferenciaciéon de células dendriticas
induce la generacion de células con un fenotipo mas maduro. Células
dendriticas derivadas de ratones C57BL/6 diferenciadas en presencia o ausencia de
IL-4 (1 ng/ml) se analizaron por citometria de flujo para determinar la expresion de
I-A° y CD86. En los graficos se muestran los porcentajes de células presentes en
cada cuadrante. Resultado representativo de 10 experimentos independientes




Como se observa en la figura 2A y B, las DCs no tratadas no producen
cantidades detectables de las citoquinas ensayadas. Las DCs producidas en ausencia
de IL-4 producen sobre los 1000 pg/ml de IL-10 frente a LPS y CpG mientras que las
DCs producidas en presencia de IL-4 secretan niveles apenas detectables de eta
citoquina frente a estos estimulos. Cabe destacar que los estimulos CT y PGE2 no
inducen [a secrecién de IL-10 en las DCs sean éstas diferenciadas en presencia o
ausencia de IL4. En cuanto a la produccién de IL-12, podemos observar que
principaimente las DCs generadas en presencia de 1L-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, las DCs tratadas
con CT y PGE2 apenas secretan niveles detectables de IL-10 y nada de [L-12
concordando con f{rabajos de la literatura que muesiran que tales estimulos

condicionan a la DC para inducir respuestas Th2 (Kapsenberg, 2003).
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Figura 2. IL-4 bloquea la secrecion de IL-10 y favorece la secrecion de IL-12 por
BMDC activadas. Células dendriticas diferenciadas en ausencia (barras verdes) o
presencia de IL-4 (barras azules) se activaron por 12 horas con LPS (100 ng/ml), CpG
(1 pg/ml), CT (1 ug/ml) o PGE2 (1 uM). La secrecion de IL-10 (A) e IL-12 (B) por estas
células se evalué mediante ELISA de captura. El control no tratado (NT) se dejé 12

horas en medio de diferenciacién, (n=1).
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3.2 Cinética de expresion de Delta4 y Jagged-2 en células dendriticas de ratones
C57BL/6

Delta-4 y Jagged-2 son ligandos de Notch cuyos RNA mensajeros se expresan
en células presentadoras de antigenos como LB, macrofagos y DCs (Yamaguchi E.,
2002), sin embargo la presencia de estos ligandos en estas células no ha sido bien
estudiada.

La cinética de expresion 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 [L-4 las cuales fueron tratadas con LPS (100 ng/ml) o CT (1 pg/ml) por 6,
12 y 24 hrs. La expresion de Delta-4 y Jagged-2 en DCs recién purificadas fue definida
como la expresion relativa a tiempo 0. Como control las DCs se mantuvieron sin tratar
en medio de diferenciacion durante los mismos tiempos de activacidon. En la figura 3A
observamos que el mRNA para Delta-4 se induce en DCs tratadas con LPS con un
maximo de expresién relativa a las 12 horas de activacion mientras que el tratamiento
con CT no induce Delta-4. Por ofro lado, DCs tratadas con CT producen un maximo de
expresion del mRNA de Jagged-2 a las 12 horas de activacion (Fig. 3B), 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 expresion de los mRNA

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

23




A)

Delta-4

120 -
100 4
80 4
60 4
40 +

E.R.(% del max)

B)

Figura 3. Cinética de expresion de Delta-4 y Jagged-2 en DCs derivadas de
ratones C57BL/6. Células dendriticas derivadas de médula dsea de ratones C57BL/6

fueron activadas con LPS (100 ng/ml) o CT (1ug/ml) por diferentes tiempos. La
expresion relativa de Delta-4 (A) y Jagged-2 (B) fue analizada mediante PCR en tiempo

real y se comparo con células no tratadas (NT).
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3.3 Delta-4 y Jagged-2 se inducen diferencialmente con distintos estimulos en

células dendriticas.

En base a los estudios cinéticos elegimos analizar la expresién de Delta-4 y
Jagged-2 en DCs tratadas con diversos estimulos a [as 12 horas de tratamiento, que
representa el maximo de induccién. Puesto que nuestro objetive era correlacionar la
expresion de los ligandos de Notch con la polarizacion de la respuesta inmune,
elegimos estimulos Th1 (LPS y CpG) y estimulos Th2 (CT y PGEZ2). La descripcién de
estos estimulos y sus receptores se encuenira en la Tabla 1. Adicionalmente
analizamos el efecto de estos estimulos en DCs diferenciadas en presencia o ausencia
de IL-4.

En primer lugar observamos que las DCs no tratadas generadas de ratones
C57BL/6 expresan basalmente Delta-4 y Jagged-2, puesto que en todos los
experimentos fue posible observar amplicones para ambos genes. La presencia de IL-4
durante la generacién de las DCs no afecta la expresidn basal de ambos ligandos (Fig.
4). Las DCs activadas con LPS o CpG indujeron Delta-4 independientemente de la
presencia de IL-4, y este efecto fue notablemente mayor con CpG (Fig. 4A). Por ofra
parte, tanto CT como PGE2 no produjeron un aumento significativo en la expresion de
Delta-4.

Al analizar la expresidén 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 IL-4. Sin embargo, las DCs generadas en presencia de [L.-4
inducen un aumento significativo de Jagged-2 al estimular con CT. El tratamiento con
PGEZ2 también indujo un aumento de la expresion relativa de Jagged-2 en todos los

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

Receptor conocido en

Estimulo Sigla Origen - )
células eucariontes
Componente de :
Lipopolisacarido LPS membrana de g'?_‘lft%toer:ﬁ:czz}l[;
bacterias gram (-) !
Enterotoxina
. . producida por la Monosialoganglosido
Toxina del colera CT bacteria gram (-) (GM1), extracelular
Vibrio cholerae
Oligodeoxinucledtido | .~ oo M°!e°.|“'a S'Bﬁ:‘fa Receptor tipo Toll 9
CpG pL- simifar a LN/ (TLRY), intracelular
bacterial desmetilado '
Compuesto similar a
Prostaglandina E2 PGE2 las hormonas Receptores EP1, EP2,

producido por varios
tejidos en animales

EP3 y EP4, extracelular
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Figura 4. Expresion diferencial de Delta-4 y Jagged-2 en DCs derivadas de
ratones C57BL/6. Células dendriticas derivadas de médula 6ésea de ratones C57BL/6
diferenciadas en ausencia (barras verdes) o presencia de IL-4 (barras azules), fueron
activadas por 12 horas con LPS (100 ng/ml), CpG (1 pg/ml), CT (1 pg/ml) o PGE2 (1
pM). La expresion relativa del mRNA de Delta-4 (A) y Jagged-2 (B) se determino por
PCR en tiempo real. Resultado de 5 (Delta-4) 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 IL-12 en la expresion de Delta-4

Como se demostré previamente (Fig. 2A), las DCs activadas por 12 horas con
LPS o CpG inducen considerablemente la expresion de Delta-4. Dado que la expresion
de Delta-4 en DCs aumenta en respuesta a estimulos que inducen la secrecion de IL-
12 (Fig. 2B) investigamos si el efecto inductor de LPS y CpG sobre Delta4 es una
consecuencia indirecta del aumento de IL-12. Para esto las DCs generadas y activadas
en presencia de IL-4, fueron tratadas con IL-12 en presencia o ausencia de CpG dado
que éste estimulo presenté el efecto mas potente en la induccion de Delta-4. Como se
observa en la figura 5A, IL-12 por si sola no es capaz de inducir Delta-4 en DCs siendo
la expresion relativa equivalente a la condicion no tratada. Sin embargo, al agregar IL-
12 junto a CpG, la expresion relativa de Delta-4 fue significativamente mayor respecto
al estimulo sdlo. Para verificar si el efecto es especifico para Delta4, se evalud
Jagged-2 bajo los mismos tratamientos. En la Fig. 5B es posible observar que Jagged-
2 tampoco es inducido por IL-12 y por otro lado, CpG disminuye los niveles de

expresion de Jagged-2.
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Figura 5. IL-12 actia en sinergia con CpG en la induccion de Delta-4. Células
dendriticas derivadas de médula 6sea de ratones C57BL/6 fueron activadas por 6
horas con CpG (1 pg/ml) en ausencia o presencia de IL-12 (10 ng/ml). La expresion
relativa del mRNA de Delta-4 (A) y Jagged-2 (B) se determiné por PCR en tiempo real
Resultados de 3 experimentos independientes (A) y un experimento (B), p<0.05 (*);

p<0.001 (***). Test de ANOVA con post-test de Bonferroni.
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3.5 Expresion de Delta-4 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 Th1 o Th2 respectivamente.
Puesto que el objetivo de este trabajo es investigar si existe correlacion entre la
expresion de ligandos de Notch y la polarizacién de la respuesta inmune, decidimos
realizar un experimento indagatorio para evaluar la expresién de Delta-4 y Jagged-2 en
ratones BALB/c. Las condiciones de activacion fueron las mismas que en ratones
C57BL/6 y el andlisis se hizo por PCR en tiempo real. En la Fig. 6A se muestra que
DCs generadas y activadas en presencia de IL-4, inducen Delta-4 en respuesta a LPS,
con un maximo de expresion a las 6 horas, aunque las diferencias de expresion entre
ambos estimulos (LPS y CT) son claras aun a las 12 horas. La expresién de Jagged-2,
a diferencia de Delta-4, aumenta en respuesta a CT y el maximo de induccién se
observa a las 6 horas de activacion y se mantiene hasta las 12 horas. Enseguida se
compararon DCs generadas en presencia o ausencia de [L-4, las cuales se estimularon
ademas con CpG y PGE2 durante 12 horas (Fig. 7). En el caso de Delta-4, CpG fue el
estimulo que presentd un aumento considerable cuando las DCs fueron generadas en
ausencia de [L-4. Por otro lado, la expresién de Jaggéd-z aumentd solo en respuesta a
CT en DCs diferenciadas y activadas en presencia de IL-4. En este caso, la respuesta
a PGE2 fue comparable a [a condicién no tratada.

En resumen estos resultados sugieren que existen diferencias importantes en
cuanto a la expresidn de Delta-4 y Jagged-2 dependiendo del fondo genético de los
ratones que se estan analizando. En el caso de ratones BALB/c la expresion de estas

moléculas es sensible a la presencia de IL-4
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Figura 6. Cinética de expresion de Delta-4 y Jagged-2 en DCs derivadas de
ratones BALB/c. Células dendriticas derivadas de médula ésea de ratones Balb/c

fueron activadas con LPS (100 ng/ml) o CT (1pg/ml) por diferentes tiempos. La
expresion relativa de Delta-4 (A) y Jagged-2 (B) fue analizada mediante PCR en tiempo
real y se compard con células no tratadas (NT). Resultado de 2 experimentos

independientes.
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Figura 7. Expresion diferencial de Delta-4 y Jagged-2 en DCs derivadas de
ratones BALB/c. Células dendriticas derivadas de médula dsea de ratones Balb/c
diferenciadas en ausencia (barras verdes) o presencia de IL-4 (barras azules), fueron
activadas por 12 horas con LPS (100 ng/ml), CpG (1 pg/ml), CT (1 pg/ml) o PGE2 (1
puM). La expresion relativa del mRNA de Delta-4 (A) y Jagged-2 (B) se determiné por

PCR en tiempo real. (n=1)
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3.6 Expresién de Delta~4 en linfocitos T activados y en BMDC activadas via CD40

La senalizacién mediada por el receptor Notch ha sido principalmente estudiada
en LT, donde se ha demostrado que juega un rol importanie tanto en el desarrollo de
los LT (Allman, 2002) como en su activacion (Eagar, 2004). Sin embargo Delta-4 y
Jagged-2 también han sido encontrados en LT (Singh N, 2000) y puesto que [as DCs
pueden expresar Notch, nos parecio interesante evaluar Delta-4 en LT activados (Th1y
Th2) y comparar su expresion con la de DCs.

La expresion de Delta-4, en linfocitos activados policlonalmente y diferenciados
por medio de citoquinas a Th1 o Th2 (ver Mat. Y Met.) fue comparable al nivel de
expresion basal de DC no tratadas (Fig. 8). Por otro lado, determinamos la expresion
de Delta-4 en DC estimuladas con un anticuerpo anti-CD40, de manera a imitar la
interaccion CD40-CD40L que ocurre entre las DCs y linfocitos T CD4+.
Interesantemente, Delta-4 se indujo considerablemente en DCs tratadas con anti-
CD40, incluso en mayor magnitud comparado con un estimulo mediado por TLR-4

como LPS (Fig. 8).
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Figura 8. Delta-4 se induce en células dendriticas tratadas con anti-CD40. Células
dendriticas activadas por 6 horas con LPS (100 ng/ml), CT (1 pg/ml) o un anticuerpo
anti-CD40 (10 pg/ml) y diferentes subpoblaciones de linfocitos T CD4+ activados se
analizaron mediante PCR en tiempo real para determinar la expresién del mRNA de
Delta-4. LT: Linfocitos T activados, LTh1(2): Linfocitos T helper 1(2). (n =1).
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4. DISCUSION

La via de sefalizacion Notch se gatilla por la interaccion de uno de los 4
receptores Notch descritos (Notch1-4) con alguno de los cinco ligandos
correspondientes, a saber Delta-1, Delta-3, Delta-4, Jagged-1 o Jagged-2. Estos
Ultimos se expresan en una gran variedad de poblaciones celulares presentes en
eventos de diferenciacién. La polarizacion de la respuesta inmune, corresponde a un
proceso de diferenciacién tardio donde LT CD4+ sufren cambios de expresidon génica
que los transforman en células con caracteristicas bien definidas, como el patrén de
secrecion de citoquinas. Por otro lado, esta ampliamente demostrado que las células
dendriticas, en funcién de la naturaleza del estimulo o patégeno encontrado, controlan
[a polarizacién de los linfocitos T CD4+ a Th1 o Th2 (Kapsenberg, 2003).

Se ha descrito que las DCs expresan todos [os ligandos de Notch descritos con
excepcion de Delta-3 (Yamaguchi y col, 2002) y que ademas, estos ligandos
interactan 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
inmunoldgica, esta via de sefializacion juegue un rol en [a polarizacion de los LT CD4".
En este contexto, el presente frabajo se enfoca en investigar la expresién de los
ligandos de Notch en las DCs a manera de entender si estos ligandos participan en la
instruccion 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 expresion de los
ligandos Delta-4 y Jagged-2 aumentan diferencialmente dependiendo del tipo de
estimulo sensado por la DC. En el caso de moléculas promotoras de respuestas Th1,

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 Delta-4 y
Jagged-2 en la generacidn de respuestas Th1 y Th2 respectivamente.

IL-4 es una citoquina muy relacionada con la polarizacion de la respuesta
inmune actuando tanto sobre las DC como sobre los LT. Uno de los dogmas de la
inmunologia establece que la activaciéon de los LT en presencia de IL-4 produce
respuestas Th2. Sin embargo, se ha descrito que DC diferenciadas en presencia de IL-
4 favorecerian respuestas Th1 puesto que [L-4 inhibe la produccién de IL-10 a la vez
que favorece [a produccion de IL-12 por las DCs en respuesta a algin estimuio
patogénicoe (Figura 2; Sauma y col, 2004; Yao y col, 2005). En este escenario, el
desarrolio de una respuesta Th1 puede depender tanto de la presencia de IL-4 durante
la diferenciacion de la DC, como del estimulo sensado por un determinado TLR. En
este trabajo demostramos que Delta-4 es inducido principalmente por estimulos Th1
como LPS y CpG, ademas que la induccién de Delta-4 es independiente de IL.-4 por lo
tanto jugaria un rol importante como inductor Th1. En acuerdo con nuestros resultados,
Skokos et al (2006) puBlicaron que Delta-4 (ademds de Delta-1) e IL-12 tienen un
efecto redundante sobre LT CD4" y cuantificaron la contribucion relativa en la induccién
de respuestas Th1 en 10-15% por efecto de la sefializacién mediada por Delta y 85-
90% por efecto de IL-12, en base al porcentaje de LT CD4+ productores de IFN-y que
se generaban con ambas vias.

Por otra parte, el inicio de respuestas Th2 es un tema mas controversial. Este
tipo de respuesta ocurre cuando la DC capta componentes de parasitos pluricelulares,
toxina del cdlera o PGE2. A pesar que la mayoria de los receptores para estos
estimulos estan identificados, las moléculas que gatillarian respuestas Th2 no lo estan.
El principal factor soluble involucrado en diferenciacion Th2 es IL-4, 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 Th1 (Moser y Murphy, 2000). Tal como se
menciono, IL-4 es la citoquina asociada a respuestas Th2 aunque se ha descrito que
las DCs pueden desarrollar respuestas Th2 en ausencia de sefializacion 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 gue [a DC previo aumento de la expresién de este
ligando es capaz de producir respuestas Th2 de manera independiente de [L-4.

Los resultados del presente trabajo en principio no estarian de acuerdo con esta
aseveracion, puesto que la expresion de Jagged-2 aumenta sdlo en DCs diferenciadas
y activadas en presencia de |L-4. Sin embargo, esta discordancia no es categorica
puesto que los resultados mostrados no permiten atribuir el efecto de IL-4 en la
induccién de Jagged-2 a la diferenciacién o la activacién de la DC. En el primer caso
Jagged-2 si podria ser un factor importante en €l inicio de respuestas Th2 puesto que
la induccidon de Jagged-2 ocurriria recién entre 6 y 12 horas después del
reconocimiento antigénico, periodo muy corto para que exista una respuesta previa
Th2 que supla de IL-4 al sistema (figuras 3 y 6). En este caso, [a |L-4 necesaria en la
diferenciacion de la DC la podrian suplir poblaciones de la médula ésea probablemente
en respuesta a sefializacion por Jagged-1 ya que este ligando es ampliamente
expresado en células estromales de médula dsea (Cheng y col, 2007). Ademas zonas
reguladoras del locus il-4 presentan zonas de unién a RBP-j, importante intermediario
de la sefializacion Notch (Amsen y col, 2004). En el segundo caso (efecto de [L-4 en la
DC sélo durante la activacion), Jagged-2 cumpliria el rol de estabilizador o potenciador
de una respuesta Th2 previamente iniciada ya que la IL-4 necesaria para la induccién
de Jagged-2 en este caso solo podria provenir (segun 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 expresion de Delta-4 en la DC cuando se estimula con
el ligando de la proteina CD40, expresada en DCs. Este hecho sugiere que la propia
sindpsis inmunoldgica reestimula la sefializacidon via Notch y por ende, la comunicacion
mediada por Notch entre la DC y el LT CD4" seria bidireccional.

Ofro dato importante, es que [a sefializacion mediada por Delta o Jagged,
ademas de gatillarse con estimulos diferentes, son reciprocamente inhibitorias. Sun y
Pearce (2007) demostraron que DCs fratadas con estimulos TLR suprimen el
direccionamiento hacia respuestas Th2 al inhibir la produccién temprana de IL-4 por
LTh independientemente del efecto de IL-12 e IFN-y. Un afio mas tarde demostré que
esto estaba mediado por un aumento de la expresion de Delta-1 y Delta-4 en la DC
(Sun y col, 2008).

Los datos presentados en este trabajo dan informacion de la expresion génica
de los ligandos de Notch a nivel transcripcional. Por lo tanto seria importante demostrar
la temporalidad de Ila expresion de ambos ligandos a nivel traduccional,
complementando estos datos con experimentos de western blot o inmunofluorescencia
por citometria de flujo. Para esto es necesarioc contar con buenos anticuerpos
comerciales.

Finalmente, en este trabajo se demosird que la expresion diferencial de los
ligandos de Notch en las DCs ocurre segtin el tipo de estimulo sensado y depende
parcialmente de IL-4 (en el caso de Jagged-2). Por otra parte, la induccién génica
selectiva de un ligando particular en la DC podria contribuir a promover una respuesta

inmune Th1/Th2 apropiada segun la naturaleza del patégeno.
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5. CONCLUSIONES

En ratones C57BL/S, Delta-4 es inducide en células dendriticas
expuestas a estimulos que gatillan respuestas Th1 como LPS y CpG.

En este mismo fondo genético, Jagged-2 es inducido en células
dendriticas frente a estimulos Th2 como toxina del célera y
prostaglandina E2.

La induccion de Delta-4 en DCs es independiente de IL-4, en cambio [a
induccion de Jagged-2 ocurre de manera dependiente de IL-4 durante la
diferenciacion y activacion de ta DC,

IL-12 por si sola no es capaz de inducir la expresion de Delta-4, aunque
presenta un efecto sinérgico en respuesta a CpG.

CD40L induciria la expresion de Delta-4 en DCs de ratones C57BL/6
sugiriendo que el propio contacto entre DCs y LT CD4+ podrian activar

la via Notch potenciando la respuesta inmune.
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