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RESUMEN:

Las distintas subpoblaciones de Células Dendriticas (DCs) en sangre periférica humana se
identifican a partir de células mononucleares, excluyendo a las células linaje positivas
(CD3*, CD14%,CD19%,CD56") y utilizando marcadores tales como: CD11c, HLA-DR, CD123
y los BDCA's (Blood Dendritic Cell Antigens). En este trabajo se identificé una poblacion
linaje negativa (lin-), CD123*, MHC-II"*® (HLA-DR) presente en sangre periférica, la cual
denominamos como “nDCs” que puede ser activada por el virus de influenza y que después
de ser aislada y cultivada en presencia de IL-3 es capaz de expresar algunos marcadores

tipicos de DC.

Inicialmente se analiz6 mediante citometria de flujo la expresion de un panel de
marcadores de superficie, incluyendo distintos marcadores de DCs, con el objetivo de
determinar el fenotipo de la poblacion en estudio. En estado basal la poblacion de nDCs
presenta una elevada expresion de CD11b, CD62L y del antigeno linfocitario cutaneo
(CLA), pero baja expresion de MHCII, CD40 y de moléculas co-estimuladoras tales como
CD86 y alta expresion de B7-H1 comparado con lo observado en células dendriticas

convencionales (cDCs) y plasmacitoides (pDCs).

Posteriormente se evallo si la poblacion de interés podia ser activada; para lo cual se
aislaron por citometria de flujo las distintas poblaciones (cDCs, pDCs y nDCs) y se
cultivaron por 18 horas en presencia de diferentes ligandos de receptores tipo toll (TLR’S)
(p-€j. LPS, CpG, Poali I:C) o en presencia de IL-3 (la cual se identific6 como un factor para la
sobrevivencia de la poblacion de nDCs), y adicionalmente IL-3 en combinacién con el virus
de influenza (A/H3N2 2008) inactivado. A este tiempo de cultivo se observaron cambios
morfoldgicos en las nDCs, pero solo al ser cultivada con IL-3 y el virus; también fue posible
detectar la produccion de citocinas pro-inflamatorias (TNFa, IL-1p, IL-8 e IL-6) y de IFN-a
como sefial de activacion. Adicionalmente se observo un ligero incremento en la expresion
de MHC-II, CD40 y CD86. La expresion de TLR-2,3 y 4 en las nDCs fue muy semejante a
lo observado en la poblacion de cDCs. La expresion de TLR-9 resulté ser menor a la de las
pDCs; pero interesantemente la poblacion nDC presentd una mayor expresion de TLR-8
comparada con cDCs y pDCs, lo cual podria explicar la activacion observada con el virus

de influenza.



Posteriormente con la finalidad de establecer una relacion entre células progenitoras,
precursoras Yy las nDCs se analiz6 la expresion de c-kit y flt3. Los resultados mostraron que
la poblacion de interés presenta niveles de expresion semejantes a los obtenidos para la

poblacién de cDCs.

Para evaluar el papel de la IL-3 como un factor de diferenciacion para las nDCs, se cultivd
esta poblacion por un periodo de 5 dias en presencia de esta citocina o un coctel de
citocinas (GM-CSF, FL, IL-3), y en las ultimas 18 horas de cultivo se afiadio el virus de
influenza. Bajo estas condiciones de cultivo fue posible observar cambios morfologicos y
fenotipicos, tales como la formacién de agregados celulares y el incremento en la expresion
de MHC-Il CD40, CD86 y CD11c. También fue posible detectar la produccion de IL-1p, IL-
6, TNF-a, IL-8 e IFN-a aunque en niveles semejantes a lo observado en cultivos de 18

horas en presencia de IL-3 y del virus de influenza inactivado.

En conclusion los resultados indican que la poblacion identificada en sangre periférica
definida como CD123" HLA-DR®® (nDCs) expresa TLR-8 y puede ser activada por el virus
de influenza indicando su papel potencial en el control de infecciones virales a través de
este receptor. Fenotipicamente muestra marcadores compartidos con ambas poblaciones
de CD (cDCs y pDCs); también comparte funciones con ambas poblaciones de DCs ya
que es capaz de expresar tanto IFN tipo | como citocinas pro-inflamatorias. Finalmente la
poblacién en estudio, aunque fue identificada en sangre periférica parece tener el potencial
(expresion de CD62L y CLA) para migrar a diferentes organos periféricos tales como los

nddulos linfaticos y la piel.



ABSTRACT:

Dendritic cells (DCs) subsets have been identified in human blood excluding lineage
positive cells (CD3",CD14%,CD19*,CD56") and using markers such as CD11c, HLA-DR,
CD123 and BDCA’s (Blood Dendritic Cell Antigens). In this study we identified a lineage
negative, CD123" MHC-II® (HLA-DR) population, which was denominated as “nDCs".
Which after isolation and culture in presence of IL-3 is capable of express some typical

markers of DCs.

Initially, we analyzed by flow cytometry the expression of several surface markers, including
distinct DCs markers to determine the phenotype of the identified population. In the steady
state, nDCs population expresses high levels of CD11b, the cutaneous lymphocyte antigen
(CLA) and CD62L but low levels of MHC-II molecules, CD40 and co-stimulatory molecules
such as CD86 and high expression of B7-H1 compared with conventional (cDCs) and

plasmacytoid dendritic cells (pDCs).

Next, we evaluated if the studied population could be activated. For that we sorted by flow
cytometry the distinct populations (cDCs,pDCs and nDCs) and cultured them by 18 hrs. in
the presence of different ligands for Toll like receptors (TLR) (e.g. LPS, CpG, Poly I:C) or in
presence of IL-3, (which was identified as an important growth factor for the survival of the
nDC population), and additionally IL-3 in combination with inactivated influenza virus
(A/H3N2 2008).

At this time of culture morphological changes were observed in the nDC population but only
in presence of IL-3 and influenza virus; the production of pro-inflammatory cytokines (TNFa.,
IL-1B, IL-8 e IL-6) and IFN-a. were detected as sign of activation. Additionally a slight
increment in the expression of MHC-II, CD40 and CD86 was observed. At the steady state
the studied population expresses similar levels of TLR-2, 3 and 4 compared with cDCs and
lower levels of TLR-9 compared with pDCs; but interestingly the nDC population expresses
higher levels of TLR-8 compared with both cDCs and pDCs, which could explain the

activation observed with influenza virus.

To establish a possible relationship between progenitors and precursors cells with the
nDCs; the expression of c-kit and flt-3 was also evaluated. The results showed that the

studied population has a similar expression of this markers compared with cDCs.



Thus to analyze the possible implication of IL-3 as a key factor for the differentiation of the
nDCs, we decided to culture the population for a period of 5 days in the presence of IL-3 or
a cocktail of cytokines (e.g. GM-CSF, FL and IL-3); and in the last 18 hrs influenza virus
was added. Under this culture conditions both morphological and phenotypic changes
were observed: cluster formations and increasing levels of CD40, CD86, HLA-DR and
CD11c. Also IL-1B, IL-6, TNF-a, IL-8 and IFN-a quantities were detected in supernatants
and were similar to the quantities detected at 18 hrs of culture in the presence of IL-3 and

inactivated influenza virus.

In conclusion, the results have shown that the population found in peripheral human blood
identified as lin- CD123" HLA-DR"" (nDCs) expresses TLR-8 and can be activated by
influenza virus indicating a possible participation in the control of viral infections mediated
by this receptor. Phenotypically the nDC population shares the expression of typical
markers of both DC’s populations (cDCs and pDCs), and also shares functions with both
because it’s capable to produce pro-inflammatory cytokines and type | interferons. Finally
the nDC population although it was identified in peripheral blood seems to have the
potential (CD62L and CLA expression) to migrate to different peripheral organs such as

lymph nodes and skin.



1. INTRODUC CION:

En diversos trabajos se considera a las células dendriticas (DCs) como un complejo “sistema
inmunolégico” [1, 2] ya que se compone de diversas subpoblaciones ampliamente distribuidas
en diferentes microambientes dentro del organismo. Las DCs han sido descritas como las
principales “orquestadoras” de la respuesta inmune (RI) ya que pueden inducir tanto
mecanismos protectores contra diversos agentes patdgenos; asi como también promover la

induccion de tolerancia inmunologica (TI). [1, 3]

Por otra parte otros estudios han demostrado que la plasticidad que muestran estas células, asi
como la existencia de diferentes subpoblaciones, son factores que determinan la calidad de la
RI efectora. Asi, se ha descrito que las diferentes subpoblaciones de DCs expresan diferentes
tipos de receptores y moléculas de superficie; asi como también diferentes citocinas vy

quimiocinas [4] por lo cual son capaces de modular distintos aspectos de la RI.

En los dltimos afios muchos estudios se han enfocado a explicar la razén de la existencia de
distintas poblaciones de DCs. Los hallazgos acerca de los diferentes tipos de subpoblaciones
de DCs y su especializacion funcional proveen nuevos enfoques acerca de su uso en
estrategias terapéuticas en diversas enfermedades tales como el céancer o trastornos

autoinmunes; asi como también en el desarrollo de vacunas.[5-7]

2. GEN ERALIDADES.

En estado basal las DCs residen tanto en tejidos periféricos como en érganos linfoides; es
posible también encontrar diferentes subpoblaciones de DCs en sangre periférica. Se ha
descrito que para que una célula dendritica sea capaz de iniciar una respuesta inmune es
necesario un cambio en su estado de activacion; entendido como un proceso de maduracion o
“metamorfosis” el cual consiste en pasar de una célula que capta antigenos a una célula
presentadora de antigenos (CPA)[8, 9]. Este proceso involucra varios factores: 1) cambios en
la morfologia que incluyen la pérdida de estructuras de adhesion, reorganizacion del
citoesqueleto y la adquisicion de mayor motilidad celular [10]; 2) disminucion de la expresion de
receptores endociticos/fagociticos; 3) secrecion de diferentes citocinas/quimiocinas para activar
y reclutar distintas estirpes celulares [11-13]; 4) aumento en la expresién de moléculas co-

estimuladoras como CD80 y CD86 asi como de CD40; 5) Translocacion de compartimentos de



moléculas de MHC clase Il hacia la superficie celular [14, 15] y 6) Secrecién de citocinas
capaces de diferenciar y polarizar células efectoras como es el caso de linfocitos T [16]. Las
células dendriticas pueden ser activadas por diversos agentes derivados de microorganismos,

células apoptoticas y otras células del sistema inmune innato y adaptativo.
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Figura 1. Produccion diferencial de citocinas en las su bpoblaciones de DCs. La expresion de
distintas clases de PRR’s en las poblaciones de cDCs y pDCs tiene como consecuencia una produccién
diferencial de citocinas asi como la activacion de distintas poblaciones celulares. En esta figura es
posible observar que las cDCs producen preferentemente citocinas como IL-6, IL-10, IL,12 y TNF en
respuesta a distintos estimulos microbianos. Las pDCs por otra parte producen de manera importante
grandes cantidades de INF-a. en respuesta a estimulos virales.

3. Subpoblaciones de células dendriticas en sangre periférica.

En contraste con los numerosos estudios que identifican a distintas subpoblaciones de DCs en
modelos murinos en o6rganos linfoides, en humanos existe la limitacibn para obtener los
organos y la mayoria de los trabajos se enfocan al estudio de subpoblaciones de DC en sangre
periférica (SP)[17]. Aunque también hay diversos estudios en los que se ha caracterizado las
poblaciones de DCs en piel como lo son las células de Langerhans y las DC’s intersticiales o
dermales, en la figura2 se muestran algunas diferencias en la expresion de diversos
marcadores utilizados para diferenciar las distintas subpoblaciones y que se han relacionado
con la funcion de cada una de ellas, como es el caso de los TLR’s, lo cual se discutira mas

adelante.



Los métodos para la deteccién y aislamiento de DCs a partir de sangre periférica se basan en
un amplio panel de marcadores que definen su inmunofenotipo; la primer caracteristica a tomar
en cuenta para su identificacién es la ausencia de expresiéon de marcadores especificos de
otros linajes como por ejemplo CD3, CD14, CD19 y CD56, y la presencia de marcadores como
CD11c, CD123 (IL-3aR) y MHC-II (HLA-DR) principalmente. Se ha visto en estudios realizados
a partir de CD aisladas de sangre periférica, que éstas representan una poblacion heterogénea,
y que al menos se encuentra una mezcla de dos poblaciones (O’Doherty et al.,1994): la primera
poblacién caracterizada corresponde a las cDCs (HLA-DR* CD123™CD11c"), a las cuales se
les ha denominado también como DC1, y se ha descrito que pueden rdpidamente dar lugar a
una DC madura, aun al ser cultivadas sin la presencia de ninguna citocina o estimulo,
comunmente se consideraba a esta poblacion como de origen mieloide sin embargo, hay
trabajos en los que se describe que pueden ser originadas también a partir de precursores
linfoides [18]. La segunda poblacion corresponde a las pDCs (HLA-DR*CD123'CD11c),
denominada también como DC2, y dependen de la presencia de la IL-3 para su supervivencia y
posterior diferenciacion a DCs maduras, con morfologia tipica y alta capacidad para estimular
linfocitos T, éstas son consideradas de origen linfoide principalmente, y se encuentran

escasamente en tejidos periféricos [19, 20].

Adicionalmente hay trabajos en los que se ha descrito una tercera poblacion presente en
sangre periférica y que esta contenida dentro de las cDC, dicha poblacién ha sido identificada
con la ayuda del anticuerpo M-DC8 [21]. Las células M-DC8" carecen del Antigeno linfocitario
cutaneo (CLA); el cual es una modificacion estructural del ligando de la P-selectina (PSGL-1), lo
gue impide su union a la P-selectina y a la L-selectina, ademdas éstas células expresan el
receptor de baja afinidad para IgG (FcyRIIl), asi como también los receptores para
guimiotaxinas C3a y Cba, los cuales se sabe que se encargan de regular la migraciéon de
distintas células a sitios de inflamacion, también se ha visto que las células M-DC8" después de
estimularlas con LPS son capaces de producir TNF en grandes cantidades, incluso pueden
producir mas que los monocitos u otras poblaciones de cDCs bajo las mismas condiciones [21],

por lo que esta poblacién ha sido relacionada con estados de inflamacion.

Cabe mencionar también que ante la falta de marcadores especificos para las distintas
poblaciones de DCs en sangre periférica y como un esfuerzo mas para caracterizarlas se ha
desarrollado un panel de anticuerpos monoclonales disefiados para reconocer a los

denominados BDCAs (Blood Dendritic Cell Antigens), entre los cuales se encuentran: BDCA-1,



BDCA-2, BDCA-3 y BDCA-4. Se ha descrito que la poblaciéon de pDCs (CD11c” CD123Y)
presente en sangre bajo condiciones normales expresa BDCA-2 y BDCA-4; por otra parte
BDCA-3 es expresado por una poblacion descrita como CD11c* CD123", ademas de que una
tercera poblacién descrita como BDCA-1 (CD1c)" CD11c" CD123™, que se caracteriza por la
ausencia en la expresion de los otros tres BDCAs. Por otra parte se ha observado que la
expresion de los BDCA’s cambia rapidamente después del proceso de maduracién de las DCs,
después del cual aumenta la expresion de BDCA-3 tanto en la poblacién de pDCs, como en la
descrita como CD1c* CD11c" CD123™, en esta Ultima poblacion también se ha visto un
aumento en la expresion de BDCA-4 [22]. En otros trabajos se ha relacionado la falta de
expresion de BDCA-1 (CD1c) con una subpoblacién de cDCs presentes en piel de pacientes
con psoriasis y que pueden producir grandes cantidades de TNF-a y de la sintasa inducible de

oxido nitrico (iNOS) por lo que se les ha denominado también como DCs inflamatorias [23].

Sin embargo a pesar de todos los esfuerzos hechos por caracterizar distintas subpoblaciones
de DCs en sangre periférica, hasta el momento las mejor descritas son las cDCs y pDCs, que a

su vez pueden agrupar a diferentes subpoblaciones de las que se hablara a continuacion.
3.1 Células Dendriticas Convencionales (cDCs):

Las cDCs son la poblacién de DCs mas abundante en periferia constituyendo entre el 1-2 % de
células mononucleares; es necesario mencionar que a pesar de los multiples trabajos en los
gue se habla de cDCs y sus funciones en los distintos tejidos, el papel fisiolégico de las cDCs
identificadas en sangre periférica como LIN- HLA-DR* CD123™ CD11c", no se encuentra muy
claro todavia, se ha planteado que podrian ser reservorio de células precursoras, que en caso
de ser necesario pudieran migrar a tejidos para repoblarlos; otra funcién de las cDCs seria
como sensor de patdgenos presentes en sangre e iniciadoras de RI; asi como también podrian
estar jugando un papel importante en el mantenimiento de la tolerancia inmunolégica ya que en
términos generales se considera que las cDCs de periferia presentan un estado inmaduro, el

cual se ha relacionado con la inducciéon de TI.

Es importante mencionar también que a pesar de haberse descrito a las cDCs como una
subpoblacion de DCs hay trabajos en donde se describen subpaoblaciones de cDCs mismas que
se diferencian por la expresion de marcadores como CD1a, CD16 (MDC-8") o CD34 [24, 25] y
de las cuales se cree pudieran tener diferentes funciones, como es el caso de las DCs

inflamatorias.
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3.2 Células Dendriticas Plasmacitoides (pDCs).

Las pDCs fueron descritas por primera vez en 1958, se les denominé asi por su semejanza
morfolégica con células plasmaticas y aunque han pasado por diversas clasificaciones como
linfocitos T plasmacitoides y monocitos plasmacitoides [26], actualmente se sabe que son DCs
que en su estado normal presentan una morfologia similar a una célula plasmatica, que al
someterse a los estimulos de maduracion adecuados adoptan la forma y funcién de una cDC.
De acuerdo con esto existen evidencias que demuestran la conversion de pDCs a cDCs bajo
diferentes estimulos sobre todo del tipo viral.

Recientemente en humanos ha sido posible describir que existen 2 subpoblaciones de pDCs
que se diferencian por la expresion del marcador CD2. Ambas poblaciones CD2" y CD2" son
capaces de secretar interferones tipo | en respuesta a estimulos virales; sin embargo las pDCs
CD2" las cuales representan entre el 20-30% del total presente en sangre periférica pueden
inducir apoptosis dependiente de TRAIL (TNF-related apoptosis inducing ligand), se ha
observado también que esta subpoblacibn en comparacién con las CD2 induce mayor

proliferacion de linfocitos T CD4" alogénicos [27].

Recientemente también se ha descrito una poblacion en ratén denominada como NKDC’s o
IKDC’s (Interferon-producing Kill Dendritic Cell), estas células tienen un patrén de expresion de
marcadores de células NKs y DCs; presentan en el ratén el fenotipo CD11c* NK1.1" B220" [28,
29]. Después de ser activadas mediante diferentes estimulos las IKDCs pueden producir
grandes cantidades de IFN-yy lisar directamente blancos tipicos de las NKs, ademas de
presentar cierta actividad como células presentadoras de antigeno (CPA). Hasta la fecha se
desconoce si la poblacién de pDCs descrita en humano como CD2" puede ser el equivalente a

estas células identificadas en modelo murino.

3.3 DC'sy PRR’s

Como se mencion6 las DCs expresan receptores que permiten el reconocimiento de
microorganismos para su posterior activacién y maduracién con la finalidad de iniciar una RI
protectora, se han descrito distintas clases de receptores de reconocimiento de patrones
(PRR’s) para patrones moleculares asociados a patégenos (PAMP’s) [30]; entre los que se
encuentran los RLR’s (RIG-1 like receptors) [31], NLR"s (Nod-like receptors), CLR’s (C-type
lectin receptors) [32, 33] y los mas estudiados TLR’s (Toll like receptors) [30, 34, 35].
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Hasta el momento se han descrito 10 TLR's en humano y 13 en el raton [34, 35], estos
receptores pueden dividirse en subfamilias dependiendo del tipo de ligandos que pueden
reconocer y de su localizacién dentro de la célula. De esta manera el TLR-1, 2 4 y 6 reconocen
lipidos; TLR-3,7,8 y 9 reconocen acidos nucleicos. TLR-1,2,4, 5 y 6 se encuentran en la
superficie celular, mientras que el TLR-7, 8 y 9 se encuentran en compartimentos intracelulares
como endosomas-lisosomas tardios; dicha localizacion se ha propuesto como un mecanismo
mediante el cual las DCs evitan una activacion espontanea mediada por acidos nucléicos
propios [36, 37]. Es importante mencionar también que otro mecanismo de regulacion
propuesto es la expresion diferencial de estos receptores en las distintas subpoblaciones de
DC’s. Hasta la fecha se ha descrito que las cDCs de sangre periférica expresan TLR-1, 2, 3, 4,
5,7,8y10[38, 39]; y que las pDCs a diferencia de las cDCs, expresan solamente los TLR's 7,
8 y 9, [38, 39] para el reconocimiento de RNA de cadena sencilla derivado de virus y
oligonucledtidos (ODN) CpG respectivamente, se ha demostrado que después de la activacion
con ligandos de estos TLR's, las pDCs son capaces de secretar IFN-a, ademas de citocinas
proinflamatorias como la IL-8 y TNF-a.. Por otra parte se cree que la expresion de estos TLR’s,
puede estar modulada por la produccién de IFN-o/B, TNF-a, y la exposicion a virus (Mc Kenna
et al. 2005).

3.4 DC’s y citocinas.

Las citocinas son mediadores fundamentales de la respuesta inmune innata y adaptativa, el
puente entre estas dos son las DCs por su capacidad de presentacion de antigeno y expresion
de diversas citocinas. En cuanto a la produccidon de citocinas por las DCs, se ha descrito en el
humano, al menos para las dos subpoblaciones caracterizadas (cDCS o pDCs) que se
presentan diferentes patrones de expresion, y adicionalmente se ha asociado la sobre

produccién de determinadas citocinas con diversos fendmenos de autoinmunidad [9, 40].

En el caso de las cDCs se ha descrito que después de la activacidon (maduracién) son capaces
de secretar una amplia gama de citocinas y quimiocinas con el fin de reclutar otras células
efectoras de la inmunidad innata como es el caso de la produccion de CXCL1, CXCL2, vy
CXCL3 para células NK's o0 CXCL8 para neutréfilos, pero también con la finalidad de activar
células de la inmunidad adaptativa como sucede con los linfocitos T; en cuyo caso se ha

observado que son capaces de secretar IL-12 para promover la diferenciacion de linfocitos T
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hacia Thl [16, 41], asi como también otras citocinas parte de la familia de IL-12 como la IL-23 e
IL-27 [42, 43] las cuales se han relacionado junto con la IL-17 con la induccién de respuestas
tipo Th17 [44]. Las cDCs son capaces también de producir citocinas pro-inflamatorias como IL-

1B, IL-6 y principalmente TNF-a, en respuesta a una amplia gama de estimulos.

Por otra parte aunque se sabe que practicamente cualquier célula del sistema inmune es capaz
de producir IFN-a/p en respuesta a la presencia de virus, como se mencioné anteriormente se
ha descrito que las pDCs son las productoras profesionales de IFN tipo | [45, 46], por la rapidez
en que lo hacen y por las grandes cantidades que llegan a producir en comparacion con otras
células, las pDCs son capaces de producir IFN-o/f no solo en respuesta a virus, sino también
a algunos pardsitos y bacterias, cabe mencionar que las pDCs no necesitan ser infectadas por
los virus para ser activadas, ademas de que no todos los virus tienen la capacidad de realizar
dicha activacion. La produccion de IFN-o/B es importante para la modulacién de varios
aspectos de la respuesta inmune incluyendo: la supervivencia de las pDCs, diferenciaciéon de
los precursores de cDCs, el incremento en la regulaciébn de moléculas co-estimuladoras y
moléculas del MHC, activacion de células NK, en la induccion de respuesta mediada por

anticuerpos y la induccion de linfocitos T citotoxicos.

Como se menciond, la sobreproduccion de determinadas citocinas y su relaciéon con las DCs
se ha considerado como huella caracteristica de diversas enfermedades autoinmunes. En
artritis reumatoide y psoriasis se ha relacionado un incremento en la producciéon de TNF-a con
la patogénesis de la enfermedad [47, 48]. Por otra parte también se ha propuesto que los
interferones tipo | juegan un rol fundamental en enfermedades autoinmunes como el Lupus
Eritematoso Sistémico (LES) y en etapas tempranas de la psoriasis. De hecho, fue el LES, la
primera enfermedad autoinmune en la que se reportd una alteracion en el sistema de
produccién de IFN tipo |, estudios recientes han identificado una “marca” de IFN caracteristica
en la mayoria de los pacientes con LES activo [49, 50]. También se ha descrito que los
antagonistas de TNF-a favorecen la secrecion de interferones tipo |, lo que sugiere un rol
antagonico para estas citocinas; lo cual resulta de suma importancia para el disefio de

tratamientos para estos pacientes.
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Figura 2. Subpoblacion esd e DC’'sen el hum ano. En este figura se muestran las diferentes
subpoblaciones de DC’s mejor caracterizadas hasta el momento en el humano entre las que se incluyen:
las células de Langerhans (LC), las DC’s intersticiales (éstas dos Ultimas presentes en piel) y las cDCs
(DCs mieloides) y pDCs presentes en sangre periférica. A manera de resumen se destaca la expresion
diferencial de algunos marcadores entre las distintas subpoblaciones. [9]

4. Origen de las Células Dendriticas.

El origen de las DCs al igual que el de las demas poblaciones celulares sanguineas, son las
células troncales hematopoyéticas (HSC), que son capaces de producir poblaciones de
precursores mieloides comunes (CMP) y linfoides (CLP), los cuales tienen el potencial de dar

origen a distintas lineas celulares incluyendo a las DC’s.

Las DC’s presentes en los diferentes compartimentos del organismo necesitan renovarse
constantemente a partir de células progenitoras. Hace algunos afios se describi6 al GM-CSF
como la primer citocina determinante en la diferenciacion in vitro de DCs [51, 52], se observ6 que
al afadir esta citocina a cultivos de monocitos o células derivadas de médula 6sea se
incrementaba la diferenciacién de DCs, sin embargo estas células mostraban morfologia vy
funciones diferentes a las cDCs aisladas ex vivo, las células diferenciadas con GM-CSF son mas
grandes y contienen una mayor cantidad de granulos que las cDCs asi como también son
capaces de producir cantidades mas elevadas de TNF-ay Oxido nitrico en respuesta a
estimulos, por lo que se les ha correlacionado con las denominadas DCs inflamatorias las cuales

se sabe pueden derivarse a partir de precursores de monocitos. De manera similar a lo
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observado con GM-CSF, la adicion de FIt3L (fms-like tyrosine kinase 3 ligand) a cultivos de
médula ésea ha dado como resultado la generacién de DCs [53]; aunque en contraste con lo
observado con GM-CSF, en los cultivos con FIt3L pudo detectarse la generacién tanto de cDCs
como pDCs a partir exclusivamente de progenitores de médula ésea y no asi a partir de
monocitos, las DCs generadas por esta via asemejan a las aisladas ex vivo en estado basal [54,
55].

Por otro lado estudios hechos ratones con una delecién para el gen de FIt3L (FL) o FIt3 (CD135,
FIk2) demostraron tener una importante reduccion en los niumeros de cDCs, pDCs y células
dermales intersticiales [56, 57]. Adicionalmente se ha observado una expansion de cDCs, pDCs

y células mieloides pero no de linfocitos T o B tras la administracion de FL en ratones [58, 59].

Es necesario mencionar también que en los dltimos afios ademas de los estudios hechos con
GM-CSF y FL, hay trabajos en los que se describe al M-CSF como una citocina clave en el
desarrollo de DC’s. El primer indicio de que esta citocina y su receptor (M-CSFR) (CD115)
contribuyen al desarrollo de las DC’s se determino gracias a la observacion de la disminucion de
LC en ratones deficientes del receptor de esta citocinas [60]. Otra evidencia de la importancia de
esta citocina se observd por la presencia de pDCs y cDCs después de cultivar progenitores de

médula 6sea en ausencia de FIt3L, pero en presencia de M-CSF [61].

4.1 Identificacién de progenitores de DCs en médula 6sea.

En diversos trabajos se ha descrito que los monocitos en estado normal no dan origen a las DCs,
una cuestién interesante ha sido determinar el origen de estas céluas, asi como determinar el
momento en que una célula precursora compromete su diferenciacién hacia linaje de célula
dendritica. Una de las observaciones mas importantes fue la expresion de FIt3 en células
progenitoras de DCs, informacion que hizo posible la identificacion de un precursor de
monocitos, macrofagos y cDCs; denominado como MDP (Progenitor de Macréfagos y DCs)[62]
cuyo fenotipo es Lin® CX3CR1" CD11b  CD115" cKit" CD135" y representa el 0.5% de células
mononucleares en médula 6sea de raton. Se ha observado también que al cultivar MDPs en
presencia de GM-CSF in vitro o al transferirlos a ratones, estas células son capaces de dar
origen a macrofagos y DCs, pero no a Polimorfonucleares (PMNSs), linfocitos B, T, ni células
NKs[63, 64]; por lo tanto ha podido concluirse que los MDP se encuentran mas restringidos que

los CMPs de los que derivan.
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Por otra parte se ha descrito también un progenitor de DCs mas restringido, el cual puede dar
origen in vitro [65] e in vivo [66] a cDCs y pDCs pero no asi a monocitos, y ha sido denominado
como CDP (Precursor Comin de Células Dendriticas) cuyo fenotipo es Lin® CD115" FIt3*
CD117°¥, Con las evidencias anteriores ha sido posible plantear que en orden jerarquico se
encuentran los CMP que a la vez dan origen a los MDP vy finalmente a los CDP (figura 3); es
importante destacar que hasta este momento no se habia podido una divisién entre precursores

de monocitos y DCs.

4.2 Precursor migratorio de DCs.

Los precursores de DCs migran desde la médula 6sea hasta los 6rganos linfoides a través de la
sangre; se sabe que los MDPs y CDPs se encuentran restringidos a médula dsea; por lo que se
ha planteado la existencia de un precursor de DCs (pre-DCs) aislado de sangre periférica y
médula désea; e identificado como: CD11c* MHCII" SIRP&® y que posee la capacidad de dar
origen a DCs [67]; adicionalmente para aislar como tal a este precursor se analizé también la

expresion de Flt3 durante la diferenciacién de DCs.

Las células pre-DCs en sangre se encuentran en equilibrio con las pre-DCs encontradas en
6rganos linfoides; sin embargo éstas células no poseen la capacidad de migrar de regreso a
médula 6sea. Las pre DCs representan aproximadamente el 0.5% del total de leucocitos en
meédula ésea, el 0.02% en sangre, 0.05% en bazo y 0.03 en nodulos linfaticos. Estas células
presentan un tiempo de permanencia en sangre extremadamente corto [68], lo que en conjunto
con su baja proporcion en sangre explican parcialmente porque su identificacién ha resultado tan

complicada.
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[69]

Figura 3. Desarrollo hematopoyético de células dendriticas. En la figura es posible observar en orden
jerarquico la el proceso de diferenciacion de las distintas estirpes celulares presentes en sangre a partir de
HSC. (Células Troncales Hematopoyéticas). De manera interesante se observa en el lado de la rama
mieloide que los CMPs (Progenitores Mieloides Comunes) pueden dar origen a los GMPs (Progenitores de
Granulocitos/Macréfagos) y MDPs (Progenitores de Macréfagos y DCs) y CDPs (Progenitores de DCs) que
pueden originar a su vez pre-DCs, cDCs y pDCs. Por otra parte los monocitos provenientes de GMPs
pueden dar lugar a DCs inflamatorias. Y finalmente por el lado de la rama linfoide los Progenitores
Linfoides Comunes (CLPs) pueden también dar origen a los CDPs. Las flechas continuas sefialan
procesos de diferenciacion bien establecidos de distintos linajes celulares, las flechas punteadas hacen
referencia a las diferentes posibilidades que pueden existir en el proceso de diferenciacion de DCs.

5. Caracterizacion de nuevas subpoblaciones.

El estudio y caracterizacién de nuevas subpoblaciones de DCs se ha convertido en un amplio
campo de estudio para los inmunodlogos debido a las caracteristicas que poseen estas células
para modular diferentes aspectos de la Rl. De manera clasica los estudios hechos en DCs se
han enfocado en evaluar su capacidad para iniciar la Rl después de su activacion por distintos
estimulos de maduracién; aunque recientemente se han hecho estudios que se enfocan a
determinar la expresién de marcadores involucrados en la captura de antigenos, asi como
también en determinar la participacion de las DCs en procesos de tolerancia inmunolégica (TI)
[70].
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5.1 Criterios “clasicos” para la identificacion de DCs.

Para definir a una subpoblaciéon de DCs se han establecido criterios clasicos (resumidos en la
tabla 1.) que debe cumplir cualquier poblacién celular para poder considerarse dentro del linaje
de DCs; aunque es necesario considerar que las caracteristicas evaluadas se hacen mas
evidentes después del proceso de maduracion de las DCs. Con respecto a estos criterios de
manera general las células consideradas como dendriticas maduras deben presentar las
siguientes caracteristicas: 1) Morfologia tipica, 2) capacidad fagocitica 3) Alto nivel de
expresion de MHC Il 4) Expresion de receptores de superficie involucrados con la captura y

procesamiento antigénico y 5) Capacidad de iniciar respuesta inmune mediada por linfocitos T.

5.2 Criterios " nuevos” (complementarios) para la identificacion de DC’s
Con los avances hechos en la identificacion de subpoblaciones; se han planteado nuevos
criterios que complementan la caracterizacion de posibles poblaciones de DCs, que permiten
explicar un poco mas su proceso de desarrollo, diferenciacién y las funciones de cada una de
ellas. Estos nuevos criterios abarcan: 1) Evaluacién del papel de las DCs en procesos de
induccién de TI tales como la delecién clonal [71]y la induccién de linfocitos T reguladores
(foxp3™) [72]; 2) Identificacion de Hematopoyetinas involucradas en la diferenciacion de
subpoblaciones, asi como la expresién de sus receptores en las distintas poblaciones celulares
(p. €j. GM-CSF, FIt3L, M-CSF); 3) Identificaciébn de progenitores como MDPs y CDPs y su
relaciéon con las diferentes subpoblaciones en el humano; 4) Evaluar los distintos factores y
programas transcripcionales involucrados en la diferenciacion y funcion de las distintas

poblaciones (p. €j. el factor E2-2 en el desarrollo de pDCs en ratén y humano)[73].
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Criterios paralaidentificacion de subpoblaciones de DC’s

“

Morfologia Funcionesen tolerancia
inmunologica
Marcadoresde superficie Expresionde receptores de
hematopoyetinas (GM-CSF, M-
CSF, FLT-3)
Capacidad fagocitica Identificacion de MDP y CDP

Procesamientoy presentacion Programas transcripcionales
de Ag. IRF's, Id2, NF-kB

Funciénen inmunidad
adaptativa
Steinman & ldoyaga 2010.

Tabla 1. Criterios para la identificaciéon de nuevas subpoblaciones de DCs. En la tabla se muestran
las caracteristicas que se propone deben ser evaluadas para la identificacién de subpoblaciones de DCs.
(MDP: Progenitor de Monacitos y Células Dendriticas; CDP: Progenitor Comin de Células Dendriticas)

6. E STIMULOS DE MADURACION Y VIRUS DE INFLUENZA.

Como se ha descrito previamente la capacidad de activacion/maduracién de las DCs se ha
relacionado con la expresion de una diversa gama de PRR’s en estas células, tales como los
TLR’s, RLR’sy CLR’s los cuales son capaces de reconocer diversos PAMP’s como LPS, RNA,
DNA [74, 75], entre otros, los cuales pueden inducir cambios morfolégicos y bioquimicos dentro
de las DCs (descritos previamente) por lo que se les denomina como “estimulos de maduracién”.
Es importante mencionar que las consecuencias funcionales para cada una de las

subpoblaciones puede variar con respecto a la clase de receptores que expresan.
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6.1 Virus de influenza como estimulo de maduracién.

El virus de influenza pertenece a la familia Ortomixoviridae. Los virus de influenza A, By C, son
los Gnicos miembros de esta familia; solo A y B son capaces de producir infeccién en el humano.
Su material genético es de RNA de cadena sencilla (ssRNA) de polaridad negativa. La envoltura
viral contiene dos glicoproteinas, la hemaglutinina (HA) y neuraminidasa (NA). La proteina HA es
la proteina de unién al receptor celular, favorece la fusion de la envoltura del virus con la
membrana celular, importante para la penetracion del virus a la célula blanco, hemaglutina
eritrocitos de humano, pollo y cobayo e induce una respuesta de anticuerpos neutralizantes
protectores. La proteina NA corta el acido sidlico de las células del hospedero, que favorece la

liberacion del virus de las células, degrada el moco y facilita el acceso del virus al tejido. [76, 77]

El genoma viral (sSRNA) puede actuar como un estimulo de maduracion para las DCs y es
reconocido por las subpoblaciones de DCs por diferentes vias. Se ha descrito que las pDCs lo
hacen mediante el TLR-7/8 y la molécula adaptadora MyD88 lo cual tiene como consecuencia
funcional la produccién de IFN-I [78, 79]. A diferencia de las pDCs, las cDCs pueden realizar el
reconocimiento del virus via el receptor RIG-I (Gen inducible por &cido retindico) [31, 80]
promoviendo la produccion de IFN-I mediada por una proteina adaptadora denominada IPS-1
(interferon promoter stimulator-1) de manera independiente a la sefalizacion mediada por TLR-
7/8 y MyD88[81]
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7. A NTECEDENTES DIRECTOS A ESTE TRABAJO:

Mediante un estudio previo hecho con un grupo de 30 pacientes con psoriasis, y cuyo objetivo
fue determinar si el porcentaje, nUmeros absolutos y estado de activacion de las distintas
subpoblaciones de células dendriticas (cDCs y pDCs) en sangre periférica se encontraban
afectados por la enfermedad; fue posible identificar una tercera poblacion identificada como
Lin- CD123" HLA-DR"™?; a la que posteriormente se denominé como “nDCs” , interesantemente
se observé que la disminucion de dicha poblacién en sangre periférica correlacionaba con el
indice de actividad y tiempo de evolucion de los pacientes. El PASI: indice de severidad y area
de psoriasis es la escala que permite clasificar a los pacientes de acuerdo a la gravedad de la
enfermedad en 3 grupos: PASI leve: menor a 20, PASI moderado:21-50 y PASI severo: 51-72.
El estudio se realiz6 con pacientes de PASI leve y moderado ya que los pacientes de PASI
severo se presentan con poca frecuencia. En la figura 4 es posible observar la comparacion
de los porcentajes y nimeros absolutos obtenidos para cada una de las poblaciones analizadas
en sujetos sanos (controles) y pacientes con PASI leve y moderado, es en estos Ultimos donde
se hallé una disminucion tanto en porcentaje como en nimeros absolutos de la poblacion de
nDCs; es por esto que nos llamé la atencion y se decidid hacer un estudio mas a fondo para
evaluar sus caracteristicas y funciones para poder determinar su posible participacion en la

patogénesis de la enfermedad.

cD123

ry

Paciente Paciente
Control PASI bajo 6.8 PASI Moderado 28.8

nDC pDC

-
10 10 107 1EI3

HLA-DR
cDCs: 2.5 % cDCs: 1.12% cDCs: 0.97 %
pDCS:0.2% pDCS:0.120 % pDCS: 0.32%
nDCs: 0.7 % nDCs:1.06% nDCs: 0.03

Figura 4. Porcentajes de poblaciones en p acientes ¢ on Psoriasis . De izquierda a derecha se
muestran los porcentaje de las distintas poblaciones en sujetos sanos (controles) y pacientes con PASI
bajo y moderado, la disminucién en la poblacion de nDCs en pacientes con PASI moderado se puede
observar en la grafica de puntos asi como en los valores obtenidos. (Datos representativos de un grupo
de 30 pacientes).
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8. PLANTE AMIENTO DEL PROBLEMA.

En un estudio previo realizado en el laboratorio se lograron identificar claramente por citometria
de flujo de 7 colores tres subpoblaciones de células negativas para linaje CD3, CD19, CD14 y
CD56 (lin-) en sangre periférica de individuos normales. Estas poblaciones celulares incluyen a
las cDCs identificadas como CD123™ HLA-DR* CD11c’, a las pDCs CD123" HLA-DR*
CD11c"®? y a una subpoblacién identificada como CD123*, HLA-DR¥ CD11c"?, la cual no se
encuentra descrita en la literatura. Esta poblacion esta notablemente reducida en sangre
periférica de pacientes con Psoriasis que presentan un grado de actividad moderado. De esta
manera resulta de suma importancia estudiar y caracterizar fenotipica y funcionalmente esta
poblacion celular para determinar si corresponde a una DC y de ser asi si comparte
caracteristicas fenotipicas y funcionales con cDCs, pDCs, o si es una poblacion con

caracteristicas y funciones independientes.

9. HIPOTESIS:
e La poblacién definida como Lin- CD11c” CD123" HLA-DR"? podria tener caracteristicas
fenotipicas y funcionales correspondientes a una subpoblacion de células dendriticas.
e La poblacién definida como Lin- CD11lc™ CD123" HLA-DR"®® compartira caracteristicas

fenotipicas y funcionales con alguna de las subpoblaciones de células dendriticas presentes en

sangre periférica (cDCs o pDCs).

e La poblacion en estudio sera una poblacion celular con caracteristicas fenotipicas vy

funcionales distintas a las de las poblaciones de DCs descritas.
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10. OBJETIVOS GENERALES:

Caracterizar fenotipicamente y funcionalmente la poblacion celular definida como Lin-
CD11c"¥ CD123" HLA-DR"®?

Determinar si la poblacién en estudio comparte caracteristicas fenotipicas y funcionales

similares a una cDC o a una pDC.

Determinar si la poblacion en estudio corresponde a una poblacibn de DC con

caracteristicas y funciones independientes.

11.

OBJETIVOS PARTICULARES:

Determinar la expresion de marcadores relacionados con subpoblaciones de células

dendriticas en la poblacion de interés.

Evaluar cambios morfolégicos y fenotipicos después 18 horas de cultivo en presencia de

distintos ligandos de TLR’s.

Determinar la cantidad de citocinas producidas después de 18 horas de cultivo con la
finalidad de evaluar la capacidad funcional de la poblacién en estudio.

Determinar la expresion de marcadores relacionados con precursores de células

dendriticas.

Evaluar cambios morfolégicos y fenotipicos después 6 dias de cultivo en presencia de

IL-3, GM-CSF, FL y virus de influenza inactivado.

Determinar la cantidad de citocinas producidas después de 6 dias de cultivo en

presencia de IL-3, GM-CSF, FL y virus de influenza inactivado.
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12. MATERIALES Y METODOS:

e Muestras de sangre periférica:

Para la obtencién de células mononucleares se utilizaron concentrados de leucocitarios de

sujetos sanos obtenidas del Banco de Sangre del Hospital Infantil de México Federico Gomez.

e Obtencion de Células Mononucleares. (PBMC's)

Se partio de un volumen inicial de sangre entre 70 y 80 mL se diluyé 1:1 con PBS,
posteriormente por medio de un gradiente de Ficoll (Lymphoprep), el cual se centrifugé a 2000
rpm durante 30 minutos, se realizé la separacién de las células mononucleares, las cuales se
colectaron, se lavaron tres veces con PBS, se centrifugaron por 10 minutos dos veces a 1500
rom y una vez a 700 rpm (eliminacion de plaquetas); después de esto se resuspendieron

nuevamente en PBS y se procedid a hacer el conteo de células en cadmara de Neubauer.

e Conteo de células Mononucleares.

De la suspension de células obtenida, se tomé una alicuota de 10 uL se hizo una dilucién
(2:10) con azul tripano (colorante vital), de modo que fuera posible distinguir entre células vivas
y muertas; de ésta dilucion se tomd nuevamente una alicuota (10uL) y se colocé en la cAmara

de Neubauer para realizar el conteo de cada una de las muestras en el microscopio.

o Enriquecimiento de Células Dendriticas

Como primera parte del enriquecimiento se colocaron 30-50 x 10° células en placas con medio
RPMI sin suplementar y se incubaron por 1 hora a 37°C con la finalidad de eliminar las células
adherentes (principalmente monocitos), al finalizar el tiempo de incubacion se colectaron las
células no adheridas, se lavaron 2 veces las placas con PBS y se contaron las células
restantes. Después de este paso se realizaron dos técnicas de enriquecimiento para las DC,

descritas a continuacion:
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Enriquecimiento por perlas magnéticas (MACS:Magnetic Associated Cell Sorting):

Después de realizar el conteo de células, se resuspendieron en buffer de FACS (PBS, suero de
caballo 2%, EDTA 5mM, azida de sodio 0.05%, pH 7.4; esto con la finalidad de bloquear los
receptores Fc para evitar el pegado inespecifico de los anticuerpos), después de 20 min, se
marcaron con los anticuerpos anti-CD3, CD14, CD19 y CD56 marcados todos con PE
(eBioscience), por un tiempo de 20 min a 4°C, se lavaron 2 veces con 5 mL de buffer de FACS,
posteriormente se incubaron con perlas anti-PE (Miltenyi Biotec) por 15 min a 4°C, se realizaron
2 lavados con buffer MACS (PBS, 0.5% ASB, 2mM EDTA, pH 7.2). Finalmente se realizd una
seleccion negativa de las células marcadas utilizando una columna magnética y un magneto
MACS para depletar las células marcadas con PE (LIN+). Nuevamente se contaron las células

y se procedi6 a realizar la tincién de inmunoflorescencia.

Enriquecimiento por a dherencia a placas: Un dia antes del experimento se prepararon las
placas Fisher con 5 mL de anti-IgG de raton 50 ug/mL durante toda la noche a 4°C, antes de
utilizarse se quitd el anticuerpo y se lavaron 2 veces con PBS para eliminar el exceso de
anticuerpo de la placa , después se bloquearon con medio R5 (RPMI+ SFB 5%). Después de
realizar la adherencia a placas, se realiz6 el conteo de células para después incubarlas con los
sobrenadantes/anticuerpos (anti-CD3 y anti-CD19) por 20 min a 4°C, se lavaron 2 veces con
medio RPMI, y se colocaron entre 10-20 x 10° en las placas Fisher previamente preparadas y
se incubaron por 30 min a 37°C, al finalizar este tiempo se colectaron las células no adheridas
a las placas, realizando dos lavados adicionales a cada placa con PBS. Nuevamente se

contaron las células y se procedi6 a realizar la tincion de inmunoflorescencia.

e Tincién de inmunofluorescencia.

Después del proceso de enriquecimiento, se realizo la tincion de inmunofluorescencia utilizando
los siguientes anticuerpos HLA-DR-APC-Cy7(BD Biosciences) y CD123-PE-Cy5 (BD

Biosciences), se incubaron las células con los anticuerpos por 20 min a 4°C y posteriormente

se lavaron 2 veces con buffer de FACS,
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e Separacion de las poblaciones celulares por citometria de flujo (cell sorting).

Después de tefiir las células con los marcadores elegidos, las poblaciones celulares de interés
se separaron por citometria de flujo (FACS Aria), teniendo como criterios de eleccion: 1. FSC
vs SSC, 2. Células linaje negativas, 3. Expresion diferencial de los marcadores HLA-DR, de
este modo se separaron 3 poblaciones (linaje negativas CD3", CD14", CD19’, y CD56°): 1. cDC
(HLA-DR*, CD123™), 2. pDC (HLA-DR*, CD123") y 3. nDC (HLA-DR"¥® CD123"), las células
aisladas se colectaron en tubos con medio RPMI suplementado, la duracion de la separacion

fue alrededor de 6-8 horas por experimento.

e Cultivo celular.

Las células aisladas por citometria, se sembraron en placas de 96 pozos; alrededor de 90-100
x10° células por pozo en un volumen de 150-200 ulL y fueron cultivadas a distintos tiempos (18
horas y 6 dias) con diferentes estimulos de activacion entre los cuales se probaron: LPS, Poli
I:C, anti-CD40, CpG, DNA bacteriano, Virus de influenza (A/H3N2) inactivado, IL-3, FL, y GM-
CSF. Durante el cultivo se tomaron fotografias a distintos tiempos con la finalidad de analizar los
cambios morfoldgicos en las células aisladas; y al finalizar el tiempo de cultivo se colectaron los
sobrenadantes para posteriormente medir la concentracion de diversas citocinas, y las células
se colectaron para analizar el cambio en la expresion de marcadores de activacion como CD40,
CD86, B7-H1 y HLA-DR por citometria de flujo.

e Deteccion de citocinas.

Los sobrenadantes de los cultivos se guardaron a — 80°C para posteriormente realizar la

deteccidn de citocinas por ELISA o CBA (Cytometric bead array)

- IL-1, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70, TNF- o: La deteccidén de estas citocinas se realizo
medante la técnica de CBAs (BD Biosciences), la cual permite detectar en la misma

muestra estas 6 citocinas (Human Inflammation kit) en un volumen de muestra de 50

pl.

- IFN-a: La cantidad de interferon producida se determiné mediante un ELISA tipo

sandwich (PBL Biomedical Laboratories) en un volumen de muestra de 100 pL.
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¢ Analisis de la expresion de marcadores:

A partir de células mononucleares se analiz6 mediante citometria de flujo la expresion de un
panel de marcadores entre los cuales estan: BDCA-1,2,3 y 4, CD4, CD8, CD20, CD45RA,
CD45RO0O, CD11b, CD11c, CD62L ,CLA (Antigeno Linfocitario Cutdneo), CD40, CD86, B7-H1,
TLR-2,3,4,8 y 9; para esto se realizd una tincién de inmunofluorescencia (Bloqueo con solucién
de FACS 20 min/4°C, incubacién con los anticuerpos primarios 20 min/4°C, 2 lavados,
incubacién con anticuerpos secundarios 20 min/4°C, 2 lavados, incubacion con
paraformaldehido al 4% 20 min/4°C para fijar las células). Para el analisis de marcadores
intracelulares, se realizé de igual forma la tincion de superficie y después de la incubacion con
los anticuerpos secundarios, se realiz6 un lavado extra con Permwash 1x (BD Biosciences),
una incubacion con Cytofix/Cytoperm (BD Biosciences) 20 min/4°C con la finalidad de
permeabilizar y fijar las células y posteriormente se incub6 con los anticuerpos por 30 min a
temperatura ambiente, y finalmente se realizaron 2 lavados para eliminar el exceso de

anticuerpo.

El analisis de las células se realizdé por citometria de flujo de 7 colores, utilizando el
citometro FACS Aria.
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13. RESULTADOS:

Las subpoblaciones de células dendriticas en sangre periférica se identificaron mediante
citometria de flujo tomando en cuenta distintos parametros; el primero de ellos es la exclusion
de células linaje positivas (lin+), es decir células que se encuentran comprometidas con algun
linaje en especifico, para lo cual se utilizaron los siguientes marcadores: CD3, CD14, CD19 y
CD56. EI siguiente pardmetro es la expresion de una combinacion de marcadores como
CD11lc, HLA-DR, CD123 y los BDCA’s (Blood Dendritic Cell Antigens). En la figura5 se
muestran los criterios de exclusion para las células Lin+ e identificacion de las cDCs (LIN- HLA-
DR+CD11¢c+CD123™), pDCs (LIN-HLA-DR+CD11c”CD123") y una tercer poblacion

identificada como LIN- HLA-DR"¥2 CD11¢2CD123", a la cual denominamos como “nDCs”.

Con el objetivo de caracterizar fenotipicamente la poblacién de interés (nDCs) se analizé la
expresion en condiciones basales de un panel de marcadores (Figura 6) de los que resalto la
elevada expresion de CD11b, CLA (Antigeno linfocitario cutaneo) y CD62L, tomando como
referencia la expresién de dichos marcadores en las otras subpoblaciones analizadas (cDCs y
pDCS).

Adicionalmente se determiné el nivel de expresion de moléculas co-estimuladoras (CD86) y co-
inhibidoras (B7-H1) asi como de CD40 en estado basal de cada una de las poblaciones. Como
podemos observar en la figura 7 la poblacion de nDCs comparada con las cDCs y pDCs es la
que menor expresion muestra de HLA-DR, CD40 y CD86 y a la vez la que muestra mayor
expresion de B7-H1. Es importante sefialar que el analisis de estos marcadores se utiliz6 como
referencia durante todo el trabajo para determinar el estado de activacién de las diferentes

subpoblaciones bajo diferentes condiciones.
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B)

Figura 5. ldentificacion de las poblaciones celulares e n e studio. En la figura se muestran los
criterios de eleccién para las distintas poblaciones del estudio (cDCs,pDCs y nDCs), en A) se muestra la
region de las células LIN-, y en B) el criterio de eleccién con respecto a los marcadores CD11c, CD123y
HLA-DR.

sontrol
‘DCs
'DCs
1DCs

Figura 6. Fenotipo comparativo cDCs, pDCs y nDCs. Analisis en condiciones basales de un panel de
marcadores en las diferentes subpoblaciones estudiadas. En la poblaciéon de nDCs (azul) se observan
niveles altos de expresion de los marcadores CD11b, CLA y CD62L.
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Figura 7. Expresion de marcadores de activacion (basal). Analisis de la expresién de moléculas co-
estimuladoras (CD40,CD86), co-inhibidoras (B7-H1) y moléculas de HLA-DR en estado basal en las

diferentes poblaciones. (Experimento representativo de tres independientes).

En la tabla 1 se resume el analisis de la expresion del panel de marcadores en las distintas

subpoblaciones en estado basal. De esta forma determinamos que el fenotipo de las “nDCs”
es: Lin" HLA-DR"®® CD4-, CD8 , CD20 , BDCA-1"¥ BDCA-2"" BDCA-3° BDCA-4, CD45RA,
CD45R0O", CD80P¥* CD86"¥* B7-H1"", y CD11b* CD62L* CLA" . Con la determinacién del

fenotipo, es posible decir que a pesar que las nDCs comparten la expresion de ciertos

marcadores con las cDCs y pDCs, se pueden distinguir de las anteriores; asi como también

definir que la poblacion en estudio es diferente a las ya descritas cDCs y pDCs.

Marcador/ cD
Subpoblacién

CD4
CcD38

CcD20
CD45RA
CD45R0O

BDCA-1
BDCA-2

BDCA-3
BDCA-4

CD11b
CD62L
CLA

cD40
CD&86

B7-H1

+ + -

Int.

Int.
+

Baja
Baja
Int.

Baja
int

+

+
++

Baja
Baja
Int.

Tabla 2. Fenotipo Basal cDCs, p DCs y nDCs. En la tabla se muestra la expresion basal de distintos
marcadores utilizados para caracterizar fenotipicamente a la poblacion de nDCs en comparacion con las

subpoblaciones de cDCs y pDCs.
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Posteriormente para evaluar las caracteristicas morfoldgicas y el potencial de activaciéon de la
poblacién en estudio, se aislaron por citometria de flujo las distintas subpoblaciones (cDCs,
pDCs y nDCs) y se cultivaron en presencia o ausencia de diferentes estimulos, entre los cuales
se probaron distintos ligandos de TLR’s como lo son el LPS, CpG, DNA bacteriano, Poli I:C,
entre otros; lo que se logr6 observar en la poblacion de cDCs (figura 8) es que al ser cultivadas
por 18 horas en presencia de los distintos estimulos se inducen cambios morfolégicos en las
células y la formacion de agregados celulares (clusters) como sefial de activacion, en el caso
de las pDCs (figura9) es posible observar también cambios morfoldgicos y formacion de
agregados pero no bajo todos los estimulos probados como en el caso del LPS donde no se

observan cambios.

Para las nDCs (figura 10) no fue posible observar cambios en la morfologia ni formacion de
agregados al ser estimuladas Unicamente con los ligandos antes mencionados. Por otra parte
considerando que esta poblacién expresa CD123 (IL-3aR) y que se ha descrito a la IL-3 como
factor de sobrevivencia y maduracion para pDCs [45, 46], se decidi6 cultivar a la poblacion de
nDCs en presencia de esta citocina; las células cultivadas bajo estas condiciones mostraron
cambios morfoldgicos, pasando de células redondas a células alargadas, aunque la formacion
de agregados celulares no fue tan evidente; por lo que se decidi6 cultivarlas en presencia de
IL-3 mas algun otro estimulo previamente probado (LPS, CpG, etc) y adicionalmente en
presencia del virus de influenza inactivado (A/H3N2 2008), el cual se ha reportado que puede
estimular tanto cDCs como pDCs por diferentes vias. En estos cultivos fue posible observar
cambios morfolégicos en presencia de IL-3 y el virus de influenza inactivado por 18 horas, e
interesantemente el mayor cambio en la morfologia y la presencia de agregados celulares se
observo al realizar el cultivo de IL-3 mas el virus inactivado como se puede ver en la figura 7 y
no asi en presencia de otros estimulos como LPS o DNA combinados con IL-3, lo que sugeria
una activacion especifica por el virus de influenza. Otra observacion importante que se hizo a
partir de estos experimentos y que se re-afirmaria después con los cultivos a largo plazo es que
la IL-3 es un factor de supervivencia para la poblacion de interés ya que al ser cultivadas por
mas de 24 horas en ausencia de esta citocina, las células empiezan a morir como puede
observarse en la figura 20. Tomando en cuenta estos resultados se plante6 mas adelante la
posibilidad de que la IL-3 fuera un factor de diferenciacién indispensable para éstas células por

lo que se decidi6 realizar cultivos a largo plazo (5 dias).
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cDCs s/e cDCs LPS cDCs CpG

cDCs IL-3 cDCs Virus inact. cDCs Virus in. + IL-3

Figura 6. Cambios morfologicos en cultivos de cDCs 18h. En la figura se muestran las cDCs aisladas
por citometria de flujo y cultivadas por 18 horas bajo diferentes condiciones. Se puede apreciar la
presencia de agregados celulares bajo diferentes estimulos de activacion. (Fotos representativas de uno

de tres experimentos independientes)

pDCs sfe pDCs LPS
pDCs IL-3 pDCs Virus PDCs Virus + IL-3

Figura 7. Cambios morfoldgicos en cultivos de pDCs 18h. En la figura se muestran las pDCs aisladas
por citometria de flujo y cultivadas por 18 horas bajo diferentes condiciones. Se puede apreciar la
presencia de agregados celulares bajo diferentes estimulos de activacion. (Fotos representativas de uno

de tres experimentos independientes)
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nDCs s/e 10 x nDCs sfe 40 x nDCs IL-310x nDCs IL-340x

nDCs aCD40 nDCs aCD40 +1L-3 10x nDCs aCD40 +IL-3 40x

nDCs LPS nDCs LPS +IL-3 nDCs DNA nDCs DNA +IL-3

. . .I fad

nDCs Virus 10 x nDCs Virus 40 x nDCs Vir. +IL-310x nDCs Vir. +IL-340 x

Figura 8. Cambios morfolégicos cultivos de nDCs 18h. En la figura se muestran las nDCs aisladas
por citometria de flujo y cultivadas por 18 horas bajo diferentes condiciones. Se pueden apreciar cambios
morfologicos y la presencia de agregados celulares Unicamente bajo estimulos de activacion de IL-3 y
Virus de influenza inactivado + IL-3. (Fotos representativas de uno de tres experimentos independientes)
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Un objetivo importante de este trabajo fue evaluar la funciébn de la poblacion de nDCs
comparada con las cDCs y pDCs. Considerando los cambios morfologicos y la formacion de
agredados observados en la poblacion nDC al ser cultivada en presencia de IL-3 y virus de
influenza se decidié analizar la expresion de algunos TLR’s por citometria de flujo.y de este
modo poder explicar los cambios observados, asi como también determinar posibles estimulos

de activacion.

Se analiz6 la expresion de TLR-2,3,4,8 y 9 en estado basal y después de 18 horas de cultivo
con IL-3 y virus de influenza inactivado. En la figura 11 se muestran los resultados obtenidos
para el TLR-2 y 4. Para el TLR-2 se observé un nivel de expresion basal bajo, comparado con
el control de isotipo, en las tres poblaciones (cDC, pDC y nDC) el cual se incrementa
ligeramente después de 18 horas de cultivo adn sin estimulo y vuelve a disminuir en presencia
de IL-3 y el virus. En el caso del TLR-4 puede observarse que al igual que el TLR-2 la
expresion basal comparada con el isotipo es muy baja en las tres poblaciones, de la que
sobresale ligeramente la expresién en cDCs. Después de 18 horas de cultivo aln sin estimulo

la expresion disminuye en cDCs y nDCs y aumenta ligeramente en las pDCs.

Los resultados obtenidos de la expresion del TLR-3 y 9 (figura 12) muestran que la expresion
basal del TLR-3 es muy parecida en las 3 poblaciones y se incrementa de manera similar
después de 18 horas de cultivo y un poco mas en presencia de IL-3 y virus de influenza

inactivado.

Para el TLR-9 (figura 12) se observo que las pDCs son las que presentan mayor expresion en
condiciones basales comparadas con el isotipo, dicha expresion disminuye después de las 18
horas de cultivo; las poblaciones de cDCs y nDCs presentaron una expresion similar tanto en
condiciones basales como después de cultivo, la expresion basal en estas poblaciones es
menor que en las pDCs y después de cultivo en ausencia o presencia de IL-3 y el virus, los

niveles de expresion en las tres poblaciones son similares.

Por dltimo se analizé la expresion del TLR-8 (figura 13), los resultados obtenidos fueron que
tanto en las cDCs y pDCs la expresion basal de este receptor es similar a la del control de
isotipo y se incrementa ligeramente después 18 horas de cultivo con los distintos estimulos
utilizados. Interesantemente en la poblacion de nDCs se encontrd que es la poblacion que mas
expresa este receptor tanto en condiciones basales como después de cultivo en presencia de

distintos estimulos, el nivel mas alto de expresion fue después de 18 horas de cultivo en
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presencia de IL-3 mas ORNO2 (ligando sintético de TLR-8). Este resultado nos llamé la
atencion ya que podria explicar la activacion preferencial observada en cultivos de nDCs con IL-
3 y virus de influenza inactivado que estd compuesto de RNA de cadena sencilla y es un

ligando potencial del TLR-8.

‘DCs

18h
Inac 18h

Figura 11. Expresion de TLR-2 y 4. En la parte superior de la figura y de izquierda a derecha se
muestra la expresion de TLR-2 y en la parte inferior la expresion de TLR-4 en las distintas
subpoblaciones en estado basal y después de 18 horas de cultivo bajo diferente condiciones.
Experimento representativo de dos independientes.
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! Isotipo
= Basal
= s/e 18 h.
IL-3+ Vir. Inac. 18h

Figura 12. Expresion de TLR-3 y TLR-9. En la parte superior de la figura y de izquierda a derecha se
muestra la expresion de TLR-3 y en la parte inferior la expresion de TLR-9 en las distintas
subpoblaciones en estado basal y después de 18 horas de cultivo bajo diferente condiciones.
Experimento representativo de dos independientes.

]

Figura 13. E xpresiéon de TLR-8. De izquierda a derecha se muestra la expresién de TLR-8 en las
didistintas subpoblaciones, en estado basal y después de 18 hrs de cultivo bajo distintos estimulos. La
poblacion de nDCs es la que muestra mayor expresion tanto en estado basal como después de
activacién. Experimento representativo de tres independientes.
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Para determinar si los cambios morfolégicos y la formaciéon de agregados observados en los
cultivos por 18 horas de la poblacion nDC en presencia de IL-3 y virus de influenza
correlacionaban con la expresion de marcadores de activacion y con la expresion de citocinas
se evaluob la expresion de algunos marcadores tipicos de DC (CD11c, CD11b, HLA-DR, CDA40,
CD86 y B7-H1) asi como la cuantificacion de citocinas en sobrenadantes colectados al termino

de los cultivos.

Primero se comparo la expresion de CD11c y CD11b en las diferentes subpoblaciones , en la
figura 14 se muestra la comparacién hecha entre cDCs y nDCs después de 18 hrs de cultivo
bajo distintas condiciones (basal, s/e, IL-3, Virus+IL-3), en la poblacién de cDCs es posible
observar que hay una disminucion de la expresion del marcador CD11c después del cultivo
respecto al basal, la cual se acentta con IL-3 y el virus; por otra parte la expresion de CD11b se
incrementa ligeramente a las 18 horas de cultivo con respecto al basal y un poco mas con IL-3
mas el virus. Para la poblacion de nDCs que desde un principio se habia observado que es la
gue presenta mayor expresion de CD11b, después del tiempo de cultivo y con los diferentes
estimulos dicha expresion se incrementa ligeramente; y en el caso de CD11c lo que se observa

es un incremento de la expresion con IL-3 y el virus inactivado con respecto al basal.
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Figura 14. Expresion de CD11b y CD11c 18 h. De manera comparativa se muestra la expresion de
estos marcadores en estado basal y después de 18 horas de cultivo bajo distintas condiciones, en la
parte superior en la poblacion de cDCs y en la parte inferior en las nDCs. Experimento representativo de
3 independientes.
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En el analisis de los marcadores de activaciéon (figura15) se observé lo siguiente: cDCs:
incremento en la expresién de todos los marcadores analizados (CD40, CD86, B7-H1 y HLA-
DR) después de 18 horas de cultivo en ausencia de estimulo, y un incremento mayor en
presencia de estimulo (virus+IL-3) con respecto a la expresion basal. En las pDCs solo se
comparoé la expresion basal de los marcadores con respecto al observado después del estimulo
donde se aprecia un incremento en todos los casos. nDCs: se observa la misma tendencia que
en las cDCs, es decir la expresion de todos los marcadores se incrementa después de 18 horas
de cultivo en ausencia de estimulo y se incrementa ain mas en presencia del estimulo de

activacion con respecto al basal.

Sin embargo aunque la expresion de los marcadores se incrementa en la poblacion de nDCs es
importante resaltar que solo en el caso de B7-H1 los niveles de expresion después de
activacion es similar en las 3 poblaciones, en el caso de CD40 y CD86 son las ¢DCs las que
muestran mayor expresion después de activacion, y las poblaciones de pDCs y nDCs muestran
niveles similares de dichos marcadores bajo las mismas condiciones. Para HLA-DR son las
cDCs y pDCs las que mayormente lo expresan, y aunque en las nDCs se puede apreciar un

incremento, no llega al nivel de expresion de las otras dos poblaciones.
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Figura 15. Marcadores de activacion 18 h. Andlisis de la expresion de moléculas co-estimuladoras
(CD40,CD86), co-inhibidoras (B7-H1) y moléculas de HLA-DR a las 18 horas de cultivo bajo distintas
condiciones en las distintas subpoblaciones. Experimento representativo de tres independientes.

El siguiente punto critico dentro de la caracterizacion funcional de la poblacion, fue evaluar la
capacidad de produccion de citocinas en respuesta a estimulos. Para esto se colectaron los
sobrenadantes de las células cultivadas por 18 horas y se determiné la cantidad de IL-1b, IL-6,
IL-8, TNF-o,IL-10* e IL-12p70*!, producida por cada una de las poblaciones aisladas por

citometria de flujo.

* No se detecto produccién de estas citocinas.
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Los resultados muestran que después de 18 horas en cultivo en presencia de IL-3 y virus de
influenza inactivado la poblacion de nDCs fue capaz de producir IL-6, TNF-a, e IL-8 (figura 17).
Los valores de IL-6 y TNF-a fueron similares a los obtenidos por las cDC los niveles de IL-8
fueron menores comparado con lo obtenido tanto para pDCs como para cDCs. Por otra parte al
activar a las nDC con lonomicina/PMA fue posible detectar una mayor cantidad de todas las
citocinas cada una mencionadas confirmando es potencial que tienen estas células de producir

citocinas pro-inflamatorias después de ser activadas.

Por otra parte se realiz6 la determinacion de produccion de IFN-a, tomando como control
positivo pDCs activadas bajo las mismas condiciones. Lo que se puede observar es que la
poblaciéon de nDCs al estimularse con el virus inactivado e IL-3 por 18 horas, es capaz de

producir esta citocina en cantidades inclusive mas altas que las pDCs (figura 18).

La capacidad de produccion de citocinas pro-inflamatorias y de IFN-o. en respuesta al virus de
influenza inactivado confirman que los cambios morfolégicos y formacion de clusters
observados en los cultivos celulares son consecuencia de activacion y que esto se traduce en
la produccién de citocinas importantes tanto en la restriccion de la replicacion viral como en la

posible induccién de una respuesta inmune.
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Figura 1 6. Producci 6n de citocinas pro-infl amatorias 1 8h. Cantidad de citocinas detectadas en
sobrenadantes de nDCs cultivadas18 h. bajo diferentes condiciones, tomando como controles positivos
los sobrenadantes de cultivos de cDCs y pDCs. En la parte superior se muestran las cantidades
detectadas (pg/mL) de IL-1p e IL-6, y en la parte inferior las cantidades de TNF-a e IL-8.
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Figura1 7. Las nDCs produc en IFN-a enr espuesta al virus d e i nfluenza. Cantidad de IFN-a
detectado en sobrenadantes de nDCs cultivadas18h. bajo diferentes condiciones, tomando como control
positivo los sobrenadantes de cultivos de pDCs. Sobresale la produccion observada a las 18 horas de
estimulo con el virus de influenza inactivado.

El siguiente objetivo del trabajo fue evaluar el papel de las nDCs como posibles precursoras de

DCs, por lo que por una parte se analiz6 la expresion de otros marcadores como c-kit (CD117)
y flt3 (CD135), el primero se ha descrito como marcador de células troncales hematopoyéticas
(HSC) y presenta una expresiéon diferencial en CMP y CLP’s asi como también en células
precursoras o que no han completado su proceso de diferenciacion; la expresion del segundo
(CD135) se ha reportado también en HSC, y diversos estudios han relacionado su expresion

con células precursoras comprometidas hacia el linaje de células dendriticas.

Los resultados obtenidos para la expresion de c-kit (CD117) muestran (figura 18) que la
expresion basal de este marcador con respecto al control de isotipo es muy similar en las tres
poblaciones; después de activacion con IL-3 y virus inactivado se observo un ligero incremento

de la expresion en las poblaciones de cDCs y nDCs, pero no asi en las pDCS.

En cuanto a la expresion de flt3 (CD135) es posible observar (figura 18) en comparacion con el
control de isotipo que en estado basal la poblacion de pDCs es la que mayormente lo expresa,
las cDCs y nDCs muestran niveles bajos y muy similares, los cuales se incrementan
ligeramente después de activacion; la expresion de este marcador en pDCs disminuye

considerablemente a las 18 horas de cultivo en presencia del estimulo.
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Figura 18. Expresion de c-kit y flt3. En la parte superior de la figura se muestra la expresion de c-kit y
en la parte inferior se observa la expresion de FL en las diferentes subpoblaciones en estado basal y
después de 18 horas de cultivo con IL-3 y virus de influenza inactivado. Experimento representativo de
dos independientes.

Considerando que el fenotipo determinado tanto en condiciones basales como después de 18hr

de cultivo no correspondia al de ninguna de las poblaciones de CD descritas, se decidi6 realizar
cultivos a largo plazo (5 dias) con células aisladas por citometria de flujo pero ahora en
presencia de un céctel de citocinas (GM-CSF, FL (ligando de flt3) e IL-3) o solamente IL-3 con
el objetivo de evaluar la capacidad de estas citocinas de diferenciar DCs a partir de nDCs. En
las ultimas 18 horas de cultivo se adiciond el virus de influenza o en algunos cultivos se

mantuvo durante todo el tiempo.

En el caso de las cDCs (figura 19) fue posible observar nuevamente cambios morfol6gicos y
presencia de agregados celulares (clusters) en presencia de IL-3, el céctel de citocinas (GM-
CSF, FL, IL-3), asi como también en presencia del virus, aunque no se observaron diferencias
importantes con respecto a lo observado a las 18 horas (figura 8). En cuanto a las nDCs
pudimos confirmar una vez mas que la IL-3 es un factor de crecimiento indispensable para
éstas células ya que como puede observarse en la parte superior de la figura 20 a las 18 y 72
horas de cultivo en ausencia de esta citocina la viabilidad celular disminuye considerablemente.
Por otra parte al ser cultivadas en presencia del coctel de citocinas fue posible apreciar cambios
morfolégicos importantes y abundante presencia de agregados celulares a partir de los 4 dias

de cultivo. En presencia de solamente la IL-3 se observaron cambios morfol6gicos importantes
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a partir de las 72 horas, aunque la presencia de agregados no fue tan evidente a este tiempo;
por otra parte después de estimularlas por 18 horas con el virus inactivado, se pudo observar
claramente la presencia de dichos agregados; en comparacion con lo observado en los cultivos
de 18 horas (figura 10) no hubo grandes diferencias, lo Unico que se puede observar es que el
efecto visto a las 18 horas se amplifica después de varios dias de cultivo

cDCSIL-3 Dia 4 cDCS Citocinas Dia 4 cDCS Citocinas Dia 6

. cDCS Citocinas 5d +
cDCs IL-3 5d + Virus 18 h. Virus 18h

Figura 19. Cambios morfolégicos en cultivos de cDCs 6d. En la figura se muestran las cDCs aisladas
por citometria de flujo y cultivadas por 6d bajo diferentes condiciones. Se pueden apreciar cambios
morfolégicos y la presencia de agregados celulares bajo las distintas condiciones de cultivo. (citocinas:
FL, GM-CSF, IL-3). Fotos representativas de uno de tres experimentos independientes.
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Figura 20. Cambios morfoldgicos en cultivos de nDCs 6d. En la figura se muestran las nDCs aisladas
por citometria de flujo y cultivadas por 18h y 6d bajo diferentes condiciones. Se pueden apreciar
cambios morfoldgicos y la presencia de agregados celulares bajo distintas condiciones de cultivo a partir
de las 18 h en presencia de IL-3 + virus de influenza inactivado. (citocinas: FL, GM-CSF, IL-3). Fotos
representativas de uno de tres experimentos independientes.
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Al termino del cultivo se analiz6 nuevamente el fenotipo de las poblaciones, los resultados
obtenidos muestran que en cuanto a la expresién de CD11b en cDCs se presenta la misma
tendencia observada a las 18 horas; es decir se observo un incremento en la expresion este
marcador con respecto al basal, aunque no hay diferencias importantes en cuanto a las
distintas condiciones (figura 21); la expresion de CD11c a pesar de encontrarse ligeramente
disminuida con respecto a lo observado a las 18 horas (figura 14) tampoco mostr6é grandes

cambios con respecto a las diferentes condiciones de cultivo.

Los resultados obtenidos para la poblacion de nDCs muestran una disminucion de la expresiéon
de CD11b y un incremento para CD11c con respecto a lo observado a las 18 horas (figura 14),
al igual que en el caso de las cDCs no se observan cambios considerables entre las distintas
condiciones a los 6 dias de cultivo. Cabe resaltar que a este tiempo de cultivo la expresién de

estos marcadores resultd ser bastante similar.

CD11b
Citocinas Citocinas+Vir 18h IL-3+Vir 18h
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Figura 21. Expresion de CD11b y CD11c 6d. De manera comparativa se muestra la expresion de estos
marcadores después de 6 dias de cultivo bajo diferentes condiciones, en la parte superior en la poblacion
de cDCs y en la parte inferior en las nDCs. Experimento representativo de dos independientes.
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La expresion de los marcadores de activacion en las poblaciones de cDCs y nDCs después de
6 dias de cultivo (figura 22) se incrementé de manera general con respecto a lo observado
previamente a las 18 horas de cultivo (figura 15), tomando como punto de referencia las
intensidades medias de fluorescencia (IMF). La poblacién de cDCs es la que muestra mayor
expresion de todos los marcadores (CD86,CD40, B7-H1 y HLA-DR); aunque no fue posible

detectar diferencias importantes entre las condiciones de cultivo establecidas.

Es importante sefialar que en el caso de las nDCs, al analizar las intensidades medias de
fluorescencia, se observd un incremento en la expresion de los marcadores de activacion con
respecto a lo observado previamente en estado basal y a las 18 horas de cultivo, pero a pesar
de esto al compararse con cDCs cultivadas bajo las mismas condiciones la expresién de todos
los marcadores analizados es menor en las nDCs (figura 15). Estos resultados nos permitieron
determinar que aun en cultivos a largo plazo en presencia de distintas citocinas la poblacion de
nDCs no logra diferenciarse fenotipicamente a una poblaciéon correspondiente a una DC

madura sin embargo alcanza niveles importantes de todos los marcadores analizados.

Figura 2 2. Marcad ores d e activacion 6d. Andlisis de la expresién de moléculas co-estimuladoras
(CD40,CD86), co-inhibidoras (B7-H1) y moléculas de HLA-DR a las 18 horas de cultivo bajo distintas
condiciones en las distintas subpoblaciones. Experimento representativo de tres independientes.
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Para determinar la funcionalidad de las células a este tiempo de cultivo, se detect6 la cantidad
de citocinas presentes en los sobrenadantes (figura 23). Los resultados obtenidos muestran
una vez mas que las nDCs en presencia de IL-3 o el cOctel de citocinas mas el virus inactivado
son capaces de producir IL-1B, IL-6, IL-8 y TNF-a. Para IL-6 y TNF-o se detectaron valores
similares a los observados a las 18 horas, la produccion de IL-1p se incrementé y la de IL-8 fue
menor; aunque en todos los casos los niveles de estas citocinas resultaron menores a los
obtenidos con cDCs cultivadas con IL-3 por 5 dias y con el virus inactivado durante las Ultimas

18 horas de cultivo.

Por ultimo se evallio nuevamente la produccién de IFN-a, en los cultivos de cDCs no se detecté
esta citocina; y en el caso de las nDCs al ser cultivadas por 6 dias en presencia de IL-3 y el
virus inactivado se detectaron valores similares a los de los cultivos de 18 horas, y menores al

cultivarse por 5 dias en presencia de IL-3 y el virus durante las Gltimas 18 horas de cultivo.
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Figura 23. Produccion d e citocin as pro-inflamatorias a los 6 d. d e cultivo. Cantidad de citocinas
detectadas en sobrenadantes de nDCs cultivadas 6d. bajo diferentes condiciones, tomando como
controles positivos los sobrenadantes de cultivos de ¢cDCs . En la parte superior se muestran las
cantidades detectadas (pg/mL) de IL-1B e IL-6, y en la parte inferior las cantidades de TNF-a e IL-8.
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Figura 24. Produccién de IFN-a 6d. Cantidad de IFN-o detectado en sobrenadantes de nDCs cultivadas
6d en presencia de IL-3 y virus de influenza inactivado.

14. DISCUSION DE RESULTADOS:

Dentro de la caracterizacion de la poblacion denominada como “nDCs” presente en sangre
periférica se obtuvieron resultados interesantes; entre los que destacan: 1) La expresion
compartida de diversos marcadores descritos previamente para la identificacion de DCs, entre
los cuales resaltan de manera importante: CD11b, CD62L y CLA; 2) baja expresion basal de
TLR 2, 3y 4 y elevada expresion de TLR-8; 3) Menor expresion de moléculas co-estimuladoras
(CD86), CD40 y moléculas de HLA-DR con respecto a lo observado en cDCs y similar de
moléculas co-inhibidoras (B7-H1) en comparacion con lo observado en cDCs y pDCs incluso
después de activacion, 4) expresion basal baja de c-kit (CD117) y flt3 (CD135) similar a lo
observado en cDCs; 5) determinacién del papel de la IL-3 como factor de sobrevivencia para la
poblacion; 6) cambios morfolégicos en respuesta a la IL-3 y el virus de influenza inactivado; 7)
produccion de citocinas pro-inflamatorias e IFN-o. en respuesta a estimulos de caracter viral

preferentemente.
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Tomando en cuenta los criterios de identificacion de nuevas subpoblaciones de DCs[70]; en la
primer parte del trabajo nos enfocamos a la caracterizacién fenotipica de la poblacion, dentro
de la cual se analizé la expresion de un panel de marcadores en las distintas subpoblaciones
de DCs descritas en la literatura. La poblacién de nDCs en estado basal comparte la expresion
de algunos marcadores tipicos de DCs (BDCA-2, CD123, etc.) y de manera importante resalta
la elevada expresion de CD11b, CD62L y CLA sugiriendo que poseen el potencial de migracién
de sangre periférica a piel y nodulos linfaticos; lo cual en conjunto con lo observado
previamente en sangre periférica de pacientes con psoriasis con actividad moderada (PASI
moderado); en los cuales se encontrd que la poblacion de nDCs estaba disminuida, sugiere que
posiblemente esta poblaciéon se encuentre migrando constantemente a los sitios de lesién (piel)
y esté participando en la patogénesis de la enfermedad. Cabe mencionar que a pesar de que
no se logré identificar algun marcador que fuera exclusivo de la poblacion de nDCs; estos
resultados nos llevaron a concluir que para la identificacion de esta poblacion en sangre
periférica es necesario hacer una exclusién de células linaje positivas, asi como analizar la
expresion de una combinacion de marcadores, de igual forma que se hace para la identificacion
de las otra poblaciones de DCs [82-84]; y aunque fue posible observar que las nDCs comparten
la expresion de algunos marcadores tipicos de DCs, dicha expresién varia en intensidad con lo
observado en otras subpoblaciones de DCs en sangre periférica; por lo cual en estudios
posteriores seria interesante utilizar otras metodologias como el analisis de prote6bmica para
identificar marcadores exclusivos de esta poblacion y de ser posible determinar también algin

patrén de expresién compartido entre las distintas subpoblaciones de DCs.

Por otra parte se analiz6 la expresion de moléculas co-estimuladoras, co-inhibidoras y de HLA-
DR. La expresion de estas moléculas se ha asociado con la capacidad de una célula para
funcionar como célula presentadora de antigeno profesional, asi como también con el estado
de maduracion de las DCs y por lo tanto con la consiguiente induccién de la respuesta inmune
mediada por linfocitos T. Los resultados obtenidos en cuanto a marcadores de activacion
(CD40, CD86, HLA-DR) mostraron nuevamente diferencias claras entre las poblaciones, es
importante mencionar que aunque fue posible observar un incremento en la expresion de
CD86, CD40 y B7-H1, la expresion de HLA-DR en la poblacion de nDCs siempre fue menor
que en el caso de cDCs y pDCs, lo que en conjunto sugiere que en estado basal la poblacion
de nDCs presenta un fenotipo similar a lo descrito para DCs inmaduras y junto con la expresion
de B7-H1 (molécula co-inhibidora) que ésta pudiera estar relacionada con la induccién de
tolerancia inmunoldgica, como ya se ha reportado para distintas subpoblaciones de DCs en

condiciones de reposo o bajo ciertas condiciones de cultivo y microambientes in vivo [85-87].
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Ademdas es importante mencionar que en modelos murinos la expresién de moléculas de MHC-
Il en pDCs es baja, lo que llevdo a considerar en un inicio que esta poblacion poseia
capacidades limitadas para realizar la presentacion de antigeno, aunque posteriormente se
demostraria que las pDCs son capaces de realizarla aunque con menor eficiencia que las
cDCs. La menor expresion de moléculas de HLA-DR observada en las nDCs con respecto a
cDCs y pDCs, sugiere que posiblemente esta poblacién tenga una menor capacidad para
realizar la presentacion de antigenos; por lo que seria importante realizar experimentos para
evaluar dicha capacidad, y determinar el papel de esta poblacion en la induccién de Rl o TI; el
cual es un criterio mas dentro de la identificacion de subpoblaciones de DCs.

Los resultados obtenidos a partir de los cultivos de células aisladas por citometria de flujo
mostraron nuevamente diferencias entre las poblaciones. De manera interesante fue posible
determinar que la poblacion de nDCs se activd (por los cambios morfolégicos observados) [88]
en presencia de IL-3 y virus de la influenza inactivado, y no asi en presencia de otros estimulos
clasicos utilizados para activar DCs como los son LPS, o Poli I:C entre otros. Estos resultados
en conjunto con la expresién diferencial de algunos TLR’s en las distintas subpoblaciones,
destacando de manera importante la expresion de TLR-8 en las nDCs, sugieren una vez mas
gque aunque la poblacién en estudio comparte caracteristicas con las otras poblaciones ya
descritas; como la expresion de marcadores, capacidad de activacion o requerimiento de
factores de crecimiento (IL-3), posee caracteristicas Unicas que probablemente sean el reflejo

de la especializacion funcional de la poblacién.

Es importante mencionar que existen diversos reportes en los que se ha descrito la propiedad
de plasticidad que poseen las DCs [2], que consiste en la capacidad para responder
diferencialmente a distintos estimulos de maduracién asi como también al microambiente que
las rodea, para de esta manera controlar diversos aspectos de la RIl, como la activacién de
diferentes poblaciones celulares; adicionalmente a esta propiedad de plasticidad podria decirse
gue las DCs pueden también especializarse (dependiendo de las subpoblaciones) en la
realizacion de funciones especificas como por ejemplo el control de infecciones virales por
parte de las pDCs. Por lo cual podriamos decir que las diferencias encontradas hasta el
momento en la poblacion de nDCs con respecto a cDCs y pDCs, sugieren precisamente una
posible especializacién funcional de la poblacién diferente a lo descrito para las cDCs y pDCs y
que esta relacionada con la elevada expresion de TLR-8 (reconocimiento de RNA de cadena

sencilla) y su activacién mediada por estimulos de caracter viral preferentemente.
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Por otra parte a pesar de que se detecté una expresién similar de TLR-2,3y 4 en cDCs, pDCs
y nDCs, los cultivos celulares mostraron que en presencia de ligandos especificos de estos
receptores (LPS, Poli I:C, etc), la poblacién de interés no mostré6 cambios morfolégicos como
sefal de activacién a diferencia de lo observado en ¢cDCs y pDCs bajo las mismas condiciones;
esto puede tener dos explicaciones principales: 1) Los niveles de expresion detectados en la
poblacién de nDCs son insuficientes para dar como resultado una consecuencia funcional como
la activacion de la poblacién. 2) Recientemente se ha reportado que en macrofagos, los cuales
tienen una elevada expresion de CD11b, esta integrina funciona como regulador negativo de la
sefializacién de TLR’'s ya que promueve la degradacion de las moléculas adaptadoras MyD88
y TRIF [89]; por lo que dicho mecanismo podria estar presente en las nDCs debido a su alta
expresion de CD11b.

La determinacion de la produccidon de citocinas pro-inflamatorias mostré que las nDCs al ser
estimuladas con ionomicina/PMA fueron capaces de producir IL-18, IL-6,IL-8 y TNF-a; al
estimularse con IL-3 y el virus de influenza inactivado se observaron niveles similares de IL-6 y
TNF-o y menores de IL-15 e IL-8 comparados con lo obtenido para las cDCs bajo las mismas
condiciones de cultivo. Estos resultados confirmaron que la poblaciéon en estudio puede ser
activada por el virus de influenza y que dicha activaciéon conduce a la produccién de citocinas
pro-inflamatorias a niveles similares a los de una cDC. En relacién a esto hay estudios en los
que se describe que diferentes subpoblaciones de DCs son capaces de producir una serie de
qguimiocinas tales como CXCL16, CXCL1, CXCL2, CXCL3 CCL3, CCL4, CCL5, CXCLS9,
CXCL10 y CXCL11 en respuesta a la activacién por virus de influenza y que estan involucradas
en el reclutamiento de células NK's y linfocitos T de memoria [11]; por lo cual resultaria
interesante determinar la capacidad de produccion de dichas quimiocinas por parte de las
nDCs, de tal forma que se pudiera determinar una posible redundancia o especializacion de
funcién entre las distintas poblaciones de DCs; asi como también determinar su participacion
dentro de la respuesta antiviral temprana o tardia a distintas clases de virus, no solo influenza.
Adicionalmente retomando la propuesta de que dicha poblacién pudiera estar participando en la
induccién de tolerancia inmunoldgica por las caracteristicas antes descritas (baja expresion de
moléculas de HLA-DR, alta expresion de B7-H1) seria importante también determinar la

produccion de otras citocinas involucradas en este proceso tales como TGF-$ e IL-10 [90, 91].
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Por otra parte se sabe que la activacion mediada por TLR7/8 puede inducir a su vez la
activacion de factores transcripcionales involucrados con la produccion de IFN-a, la cual se
sabe es determinante en la proteccion contra virus [92, 93]. Los niveles detectados de IFN-a
en los cultivos de nDCs fueron similares e incluso mayores a los obtenidos por las pDCs las
cuales como ya se menciond han sido reportadas como las principales productoras de esta
citocina [94]. Este resultado confirma una vez mas la activacion observada en cultivos en
presencia de IL-3 y el virus de influenza y correlaciona con la elevada expresion del TLR-8 en
las nDCs; el cual pudiera estar mediando la producciéon de esta citocina; el bloqueo de este
receptor y la posterior evaluacion del estado de activacion de la poblacion de nDCs asi como su
capacidad de produccién de citocinas seria crucial para determinar si este receptor podria estar
involucrado en la activacion observada con el virus de influenza. Seria relevante ademas
determinar la expresion de otros receptores involucrados en reconocimiento viral como es el
caso de los RLR"s asi como también la presencia de factores transcripcionales como IRF7/8

cuya activacion tiene como consecuencia la produccion de IFN-a [95, 96].

Con base en los resultados anteriores y con la finalidad de determinar el papel de las nDCs
como posibles precursoras de DCs maduras, se analizo la expresion de 2 marcadores: c-kit y
flt3; el primero se ha identificado como marcador de células troncales hematopoyéticas y se ha
descrito que la expresion de este marcador disminuye gradualmente a lo largo del proceso de
diferenciacion de los diferentes linajes celulares. La expresion de flt-3 por otra parte ha sido
relacionada con el compromiso de células progenitoras hacia linaje de células dendriticas; la
expresion de este marcador al igual que c-kit varia de acuerdo al proceso de diferenciacion de
HSC y se ha descrito que en células de la periferia su expresion es muy baja [69], lo cual

concuerda con los resultados obtenidos para las tres poblaciones analizadas.

Los resultados obtenidos para la expresion de c-kit y flt3 sugirieron el potencial de las nDCs
como precursoras de DCs maduras. A pesar de que no es posible decir que la poblacion de
nDCs es precursora de cDCs o pDCs; los resultados sugieren que dichas poblaciones tienen el
mismo origen; es decir que probablemente sea la misma célula progenitora la que sea capaz de
dar origen a estas poblaciones con caracteristicas y funciones diferentes. Es importante
mencionar que aunque se determiné el papel de la IL-3 como factor de crecimiento para la

poblacion de interés, resultaria interesante determinar la expresion de receptores de otros

54



factores de crecimiento involucrados en la diferenciacion de DCs como es el caso de GM-CSFR
[57] y M-CSFR [61]; asi como también el analisis de la expresion de diversos factores

transcripcionales involucrados en el proceso de diferenciacion de las DCs.

Los cultivos a largo plazo (5-6 dias) en presencia de IL-3 o un coctel de citocinas (GM-CSF, FL,
IL-3) se hicieron con la finalidad de favorecer el proceso de proceso de diferenciacion de la
poblacién en estudio, y aunque los resultados no mostraron diferencias con los cultivos de 18
horas, pudo confirmarse la capacidad de la poblacién de activarse en presencia del virus de

influenza inactivado.

Los niveles de produccién de citocinas por parte de las nDCs a los 6 dias de cultivo mostraron
valores similares a los obtenidos en los cultivos a corto plazo y en la mayoria de los casos son
inferiores a los determinados para las cDCs; lo cual indica que a pesar de los cambios
fenotipicos y morfologicos observados, la produccion de citocinas no se incrementa como se
hubiera esperado, debido al proceso de diferenciacion llevado a cabo durante 5 dias de cultivo.
De manera interesante se observo una menor produccion de INF-a en los cultivos de nDCs al
ser cultivadas por 5 dias en presencia de IL-3 y en las Ultimas 18 horas se afiadi6 el virus de
influenza. En cambio al ser cultivadas todo el tiempo en presencia de IL-3 y el virus se
detectaron valores similares a los obtenidos a las 18 horas de cultivo. Las diferencias
observadas en la produccién de citocinas sugieren que posiblemente la poblacién de nDCs es
capaz de responder de diferente manera ante diversos factores del microambiente que la
rodea, asi como también a estimulos externos como lo es el caso del virus de influenza; lo cual
puede relacionarse con la propiedad de plasticidad descrita previamente como caracteristica de
DCs [2].

Una observacion importante realizada a los 6 dias de cultivo fue el cambio en la expresion de
los marcadores CD11b y CD11c, con respecto a lo observado en estado basal y a las 18 horas
de cultivo, la expresidon de estos marcadores a este tiempo resulté ser bastante similar entre las
poblaciones de cDCs y nDCs. Es importante mencionar que a lo largo del trabajo al analizar la
expresion de diversos marcadores como TLR-8, CD40, CD86, HLA-DR e incluso CD11b y
CD11c (a los 6 dias de cultivo), la poblacion de nDCs presentd una expresion heterogénea de
estos, sugiriendo que esta poblacion puede estar compuesta a la vez de al menos dos
subpoblaciones, como es el caso de cDCs y pDCs en donde se han descrito subpoblaciones

de las mismas.
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El andlisis de la expresiéon de marcadores de activacion después de 6 dias de cultivo no mostré
diferencias entre las condiciones probadas, y aunque en general se observé un incremento de
estos marcadores tanto en cDCs y nDCs; fue posible una vez mas determinar diferencias en la
expresion entre poblaciones, al igual que lo observado a las 18 horas de cultivo, lo que sugiere
una vez mas una participacién diferente para cada una de estas poblaciones en la induccién de
RI.

En términos generales al realizar la caracterizacion de la poblacién denominada como nDCs, se
logré determinar su fenotipo en condiciones basales, de lo cual destaco la expresion de CD11b,
CLA y CD62L, que en conjunto con las similitudes observadas con respecto a las cDCs, podria
sugerirse que esta poblacién es un posible precursor de DCs maduras con capacidad de migrar
a diversos 6rganos periféricos incluyendo piel, por la elevada expresion de CLA el cual se ha
descrito puede dirigir la migracién (homing) de linfocitos T a piel [97], asi como también a
organos linfoides secundarios mediada por CD62L, lo cual se podria estar relacionado con lo

observado previamente en pacientes con Psoriasis (PASI moderado).

Adicionalmente se pudo determinar la produccién de citocinas en respuesta a estimulos de
activacion, e interesantemente se detecto la produccion de IFN-a lo cual en conjunto con la
elevada expresion de TLR-8 es un indicio de que esta poblacion esta relacionada con la
respuesta antiviral, aunque seria de gran importancia evaluar su capacidad de activacion en
presencia de otros virus que sefialicen via este receptor; asi como también determinar la
expresion de otros receptores involucrados en el reconocimiento viral como es el caso de los
RLRs.

Finalmente para poder concluir si la poblacion analizada corresponde a una subpoblacion de
DCs, es necesario evaluar otras caracteristicas como la capacidad fagocitica, la capacidad de
procesamiento y presentacion de antigenos, su posible participaciéon en la induccion de
tolerancia; asi como también en la induccién de Rl mediada por linfocitos T, y la capacidad de
la misma de polarizar dicha respuesta hacia distintas subpoblaciones de linfocitos (Thi,
Th2...etc.); ademas de evaluar cambios fenotipicos en presencia de otras citocinas como M-
CSF, la cual se ha descrito estd involucrada en la diferenciacion de precursores de DCs, y
finalmente hacer un andlisis a nivel molecular de la expresion de factores transcripcionales

involucrados en el desarrollo, diferenciacion y funcion de las distintas subpoblaciones de DCs.

56



Por otra parte es necesario también analizar la expresion de CD2 en esta poblacién con la
finalidad de compararla con lo descrito recientemente sobre subpoblaciones de pDCs en el

humano. [27]

Es importante mencionar también que la identificacion de MDPs y CDPs se ha hecho
solamente en modelos murinos, por lo que la identificacion de sus contrapartes en el humano
resulta un &rea de investigacion abierta y de suma relevancia para la posterior manipulacion de
las distintas subpoblaciones de DCs presentes en el organismo con la finalidad de disefiar

vacunas y terapias celulares.
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15. CONCLUSIONES:

- El fenotipo basal de las nDCs sugiere que es una poblacion independiente que comparte
algunos marcadores con las poblaciones de DCs descritas en sangre periférica, pero que
claramente es posible diferenciarla de estas por la intensidad de expresion de
marcadores como CD11b, CLA y CD62L; lo cual a la vez sugiere que esta poblacién tiene

la capacidad de migrar a piel y nédulos linfaticos.

- Se determiné que la IL-3 es un factor de crecimiento indispensable para las nDCs.

- La expresion de CD86 y CD40 en la poblacién nDC en estado basal y después de
activacion es menor a la observada en cDCs y similar al de pDCs de sangre periférica.

- La poblacion de nDCs es capaz de incrementar la expresion de HLA-DR después de

activacion, aunque siempre en niveles menores a los observados en cDCs y pDCs.

- La poblacién en estudio expresa TLR-8 y puede ser activada por el virus de influenza

inactivado.

- La poblacion nDC es capaz de producir citocinas pro-inflamatorias e IFN-a. en respuesta

al virus de influenza.

- La expresion del TLR-8 y la capacidad de produccion de IFN-a. por parte de esta
poblacion sugieren una activacion especifica de la misma en respuesta a virus de RNA de

cadena sencilla como lo es el caso del virus de influenza.

- La expresion de flt3 es indicio de la relacion de la poblacion en estudio con el linaje de

células dendriticas.

- La baja expresion en la poblacion nDC de moléculas co-estimuladoras y de moléculas
del MHC Il con expresion similar de la molécula co-inhibidora B7-H1 comparada con las
otras dos poblaciones de DCs aun después de activacion sugiere la posible participacion

de las nDC en la induccion de tolerancia inmunoldgica.

58



16. REFERENCIAS:

1.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Steinman, R.M., The dendritic cell system and its role in immunogenicity. Annu Rev
Immunol, 1991. 9: p. 271-96.

Banchereau, J., et al., Immunobiology of dendritic cells. Annu Rev Immunol, 2000. 18: p.
767-811.

Klechevsky, E., et al., Understanding human myeloid dendritic cell subsets for the rational
design of novel vaccines. Hum Immunol, 2009. 70(5): p. 281-8.

Banchereau, J., et al., Dendritic cells: controllers of the immune system and a new
promise for immunotherapy. Ann N Y Acad Sci, 2003. 987: p. 180-7.

Palucka, K., et al., Harnessing dendritic cells to generate cancer vaccines. Ann N Y Acad
Sci, 2009. 1174: p. 88-98.

Banchereau, J., et al., Harnessing human dendritic cell subsets to design novel vaccines.
Ann N'Y Acad Sci, 2009. 1174: p. 24-32.

Banchereau, J. and A.K. Palucka, Dendritic cells as therapeutic vaccines against cancer.
Nat Rev Immunol, 2005. 5(4): p. 296-306.

Reis e Sousa, C., Dendritic cells in a mature age. Nat Rev Immunol, 2006. 6(6): p. 476-83.
Ueno, H., et al., Dendritic cell subsets in health and disease. Immunol Rev, 2007. 219: p.
118-42.

Trombetta, E.S. and I. Mellman, Cell biology of antigen processing in vitro and in vivo.
Annu Rev Immunol, 2005. 23: p. 975-1028.

Piqueras, B., et al., Upon viral exposure, myeloid and plasmacytoid dendritic cells produce
3 waves of distinct chemokines to recruit immune effectors. Blood, 2006. 107(7): p. 2613-
8.

Penna, G., et al., Differential migration behavior and chemokine production by myeloid
and plasmacytoid dendritic cells. Hum Immunol, 2002. 63(12): p. 1164-71.

Martin-Fontecha, A., et al., Induced recruitment of NK cells to lymph nodes provides IFN-
gamma for T(H)1 priming. Nat Immunol, 2004. 5(12): p. 1260-5.

Pierre, P., et al., Localization and intracellular transport of MHC class Il molecules in bone
marrow-derived dendritic cells. Adv Exp Med Biol, 1997. 417: p. 179-82.

Cella, M., et al., Inflammatory stimuli induce accumulation of MHC class Il complexes on
dendritic cells. Nature, 1997. 388(6644): p. 782-7.

Heufler, C., et al., Interleukin-12 is produced by dendritic cells and mediates T helper 1

development as well as interferon-gamma production by T helper 1 cells. Eur J Immunol,
1996. 26(3): p. 659-68.

Shortman, K. and Y.J. Liu, Mouse and human dendritic cell subtypes. Nat Rev Immunol,
2002. 2(3): p. 151-61.

59



8. PLANTE AMIENTO DEL PROBLEMA.

En un estudio previo realizado en el laboratorio se lograron identificar claramente por citometria
de flujo de 7 colores tres subpoblaciones de células negativas para linaje CD3, CD19, CD14 y
CD56 (lin-) en sangre periférica de individuos normales. Estas poblaciones celulares incluyen a
las cDCs identificadas como CD123™ HLA-DR* CD11c’, a las pDCs CD123" HLA-DR*
CD11c"®? y a una subpoblacién identificada como CD123*, HLA-DR¥ CD11c"?, la cual no se
encuentra descrita en la literatura. Esta poblacion esta notablemente reducida en sangre
periférica de pacientes con Psoriasis que presentan un grado de actividad moderado. De esta
manera resulta de suma importancia estudiar y caracterizar fenotipica y funcionalmente esta
poblacion celular para determinar si corresponde a una DC y de ser asi si comparte
caracteristicas fenotipicas y funcionales con cDCs, pDCs, o si es una poblacion con

caracteristicas y funciones independientes.

9. HIPOTESIS:
e La poblacién definida como Lin- CD11c” CD123" HLA-DR"? podria tener caracteristicas
fenotipicas y funcionales correspondientes a una subpoblacion de células dendriticas.
e La poblacién definida como Lin- CD11lc™ CD123" HLA-DR"®® compartira caracteristicas

fenotipicas y funcionales con alguna de las subpoblaciones de células dendriticas presentes en

sangre periférica (cDCs o pDCs).

e La poblacion en estudio sera una poblacion celular con caracteristicas fenotipicas vy

funcionales distintas a las de las poblaciones de DCs descritas.
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10. OBJETIVOS GENERALES:

Caracterizar fenotipicamente y funcionalmente la poblacion celular definida como Lin-
CD11c"¥ CD123" HLA-DR"®?

Determinar si la poblacién en estudio comparte caracteristicas fenotipicas y funcionales

similares a una cDC o a una pDC.

Determinar si la poblacion en estudio corresponde a una poblacibn de DC con

caracteristicas y funciones independientes.

11.

OBJETIVOS PARTICULARES:

Determinar la expresion de marcadores relacionados con subpoblaciones de células

dendriticas en la poblacion de interés.

Evaluar cambios morfolégicos y fenotipicos después 18 horas de cultivo en presencia de

distintos ligandos de TLR’s.

Determinar la cantidad de citocinas producidas después de 18 horas de cultivo con la
finalidad de evaluar la capacidad funcional de la poblacién en estudio.

Determinar la expresion de marcadores relacionados con precursores de células

dendriticas.

Evaluar cambios morfolégicos y fenotipicos después 6 dias de cultivo en presencia de

IL-3, GM-CSF, FL y virus de influenza inactivado.

Determinar la cantidad de citocinas producidas después de 6 dias de cultivo en

presencia de IL-3, GM-CSF, FL y virus de influenza inactivado.
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