Influéncia de MHC 11, li i DM en I'organitzacio de la via endocitica de RINm5F

D’aquests resultats, cal destacar els seglents punts:

1. La transfectant DR4 presentava un augment significatiu de la densitat promig de
Mvb i Mlb respecte la linia sense transfectar. Aquest augment era més important
en el nimero de Mlbs (p= 9x10™ | test t de Student) que en el de Mvbs (p=0.039,
test t de Student).

2. Amb la coexpressié de DR4 i li s'observa un augment semblant i significatiu en la
densitat de Mvb i MIb respecte la linia parenteral (p=10'4 i p=7x10'5,
respectivament, test t de Student).

3. En la transfectant DR4DM només es van trobar diferéncies significatives respecte
la linia parental pel que fa al nombre de Mibs/cél.lula, significativament augmentat
(densitat promig DR4DM = 5.9 vs RIN= 2.1, p=0.029, test t de Student). També
s’observa un augment del nombre de Mvbs (densitat promig DR4DM= 12.1 vs
RIN= 3.28, p=0.07). La densitat de Mvbs i Milbs era equivalent en les linies
DR4DM i DRA4l.

4. La cél- lula DR4IIDM presentava un patr6 oposat al de la linia DR4DM. Es troba
un augment significatiu en el nombre de Mvbs respecte la linia parenteral
(densitat promig DR4IiDM=7.4 vs RIN= 2.4, p:3x10'4, test t de student), mentre
que laugment era menys significatiu pel nombre de Mibs (densitat promig
DR4IiDM= 5.32 vs = 2.1, p=0.094, test t de student). La cél- lula DR4IiIDM era la

Unica en que la densitat de Mvbs era major que la de Mibs.

Resumint, I'expressié dels gens de classe Il indui a una reorganitzacié de la via
endocitica en la linia RINm5F, afavorint la formacié de Mvbs i Mibs, classicament
considerats com a MIIC. La proporcié6 de Mvbs respecte Mibs, variava en les diferents
transfectants. L'expressié de DR4 sense les chaperones indui a 'augment de Mlbs pero
no dels Mvbs. La coexpressié6 d'li o DM independentment, donava lloc a un augment
similar en la proporcié6 de Mvbs i Mlbs. Amb la coexpressié de les tres molécules,

s'afavoria la formacié de Mvbs respecte Mibs.
3. L’expressié d’'li i HLA-DM indueix canvis en la distribucié de DR4

Per analitzar si la redistribucié de la via endocitica es correlacionava amb la
localitzaci6 de DR4, es van quantificar les particules d'or acumulades en cada
compartiment, de les seccions marcades amb I'’Ac policlonal anti-DRa. Es van comptar 20
perfils cel- lulars en cada linia estudiada: DR4, DR4li, DR4DM i DR4IIDM. A les figura 22 i
23 es mostren imatges dels marcatges en les quatre cél- lules transfectades. Tal com
s’havia observat en la linia DR4liDM, el marcatge d'or associat a DRa mostrava un patré
especific, acumulat a la superficie cel- lular (pm) i en tots els compartiments endocitics,
en el transgolgi (TGN), en l'aparell de Golgi (GA) i en el reticle endoplasmic (ER). D’altra

banda, el nucli cel- lular (n) i les mitocondries (m) romanien exemptes de marcatge.
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Figura 22 Localitzacié de DR4 en la linia DR4liDM per microscopia electronica. Les MHC Il es van

marcar amb un anticos policlonal anti-DRa revelat amb prot A-Au de 10 nm. A dalt a I'esquerra es mostra
una imatge de la superficie cel.lular (PM) on s’inclou una mitocondria (m) sense marcatge. A I'esquerra es
mostra una imatge de I'AG i d’algunes vesicules de la TGN. A baix una imatge més amplia del citoplsma de
les cel.lules DR41iDM, amb el marcatge per DR4 acumulat en els compartiments endocitics Mvb, Mib.

També es pot observar DR4 en I'ER perinuclear. Les barres sén 100 nm.
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Figura 23 Localitzacié subcel.lular de DR4 en les tres linies transfectades DR4, DRA4Ii i
DR4DM per microscopia electronica. Els dimers DR4 es van detectar per immunomarcatge

indirecte amb I’Ac policlonal anti-DRa que es visualitza amb particules d’'or de 10nm. Els
endosomes primerencs s'assenyalen com a EE, els endosomes multivesiculars com a Mvb i els

endosomes multilaminars com a MLb. Les barres donen la relacié de 100 nm

En un primer analisi es va quantificar la densitat de DRa en cada compartiment
de les diferents cél- lules. Els histogrames de la Figura 24 mostren la densitat mitja (n°
particules d'or/ compartiment) de DR4 en cada compartiment endocitic i a la superficie

cel- lular.
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Figura 24 Analisi de la influencia de I'expressio d’li i HLA-DM en la distribuci6 de DRA4. La
guantificacié de DR4 es va fer directament al microscopi, sobre seccions marcades amb anti-DRa
acoblat a particules d’'or de 10 nm. Es van recomptar 20 perfils cel.lulars de cada transfectant. Els
histogrames mostren la densitat mitja de DR4 en cada categoria de compartiment en les cél.lules DR4
(histograma gris clar), DR4Ii (histograma barrat), DR4DM (histograma puntejat) i DR41iDM (histograma

gris fosc). Es troben senyalades (*) les diferéncies significatives amb p< 0.05, t de Student
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