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Hipotesi de treball

El treball que es presenta en aquesta tesi es basa en dos publicacions prévies del
laboratori (Serradell L i col, 1999, Catalfamo M i col, 1999) i en les tesis de M. Catalfamo i
L. Serradell. L'estudi bioquimic de les molécules de classe Il de tirocits d'un pacient amb
I'hipertiroiditis de Graves-Basedow, va confirmar la induccié de MHCIl amb IFNg i va
demostrar la seva associacié a péptids antigénics estables i per tant, la seva capacitat
potencial de ser reconegudes per céllules T CD4". En aquest mateix estudi també es
demostra l'expressio funcional de la cadena invariant i d’HLA-DM en els tirdcits de
glandules autoimmunes

En aquest estudi s’ha treballat amb la hipotesi que les MHC |l que s’expressen en
les ceéllules endocrines en situacions d’autoimmunitat s’associen a peéptids autdlegs
formant complexes estables capacos de mantenir la resposta autorreactiva dels limfocits

T CD4" en I'drgan diana.
Model experimental

Els principals factors que dificulten els estudis en cél-lules parenquimals, son per
una banda la manca de material ex vivo, i d'altra banda, la pérdua de I'expressio de les
molécules de classe Il de les cel-lules endocrines primaries ai llades i mantingudes en
cultiu in vitro. Per abordar aquesta qlesti6 es van establir en el laboratori dos grups de
linies cel-lulars derivades de la linia RINm5F que expressen per transfeccié estable les
molécules humanes DRB1*0401 o DRB1*0301, i les chaperones Ili i HLA-DM. La
transfeccié seqiiencial dels diferents gens va permetre generar cél-lules neuroendocrines
que expressaven les 4 combinacions possibles per cada un dels al.lels: -DR, -DRIi, -
DRDM, -DRIIDM. Aixi s'aconseguien models de ceél-lules presentadores que permetien
'estudi de les influéncies que tenen li i HLA-DM en la presentacié d’'antigens per MHC Il
en una linia cel-lular endocrina.

En la primera etapa del projecte realitzat per la Dra. Laurence Serradell es van
generar les linies endocrines MHC 1I” i es procedi a la caracteritzacié bioquimica de les
molecules de classe Il expressades per les diferents linies endocrines segons I'expressio

d’li, DM o d’'ambdues molecules (Serradell L i col., 1999). Els resultats demostraven que:

En abséncia d’ambdues chaperones, els dimers DR expressats per les cél.lules
epitelials eren sensibles al SDS a t* ambient, indicant I'abséncia de lligands
capacos d’estabilitzar el complex

La co-expressi6 de la cadena invariant en abséncia d’'HLA-DM permeté la
detecci6 d'una majoria de dimers DR-CLIP a la superficie de les doble

transfectants DR4li i DR3Ii. Aquest dimers no eren resistents al SDS a t2 ambient.
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En les célllules DRDM, es produi a la conversié de part dels complexes DR-peptid

a la conformacié compacte, resistents a SDS a t% ambient, indicant que DM és
funcional en abséncia d'li.

A la superficie de les cél-lules que co-expressaven ambdues chaperones, els

complexes DR-péptid presentaven conformacidé compacte i no es detectaren

complexes DR-CLIP a la superficie.



Hipotesi de treball, Model experimental i Objectius

OBJECTIU GENERAL

Aprofundir en I'estudi de les cél-lules endocrines com a cél-lules presentadores

d’'antigen per MHC I

Objectiu 1. Estudi del rol d’'HLA-DM com a chaperona de DR en abséncia de la
cadena invariant.

La presencia de complexes DR-péptid estables a la superficie de les cél-lules
transfectades amb DR i DM en abséncia d’li (Serradell L i col., 1999), va generar una
serie de preguntes que s'abordaren en el primer capitol de resultats d’aquest treball

- On es produeix la colocalitzacié de DR i DM en abséncia d’li?

- En abséencia d’li, pot DM actuar com a chaperona de DR, facilitant la seva

arribada als compartiments endocitics?

Objectius especifics:
1.1. Estudi de la localitzaci6 de DR4, li i DM en les linies transfectades DR, DRIi,
DRDM i DRIIDM per microscopia confocal

1.2. Andlisi del paper de DM com a chaperona durant la maduracié de les molécules
DR de nova sintesi

Objectiu 2. Estudi de I'organitzacié dels compartiments subcel.lulars involucrats en
la biogenesi i captacio d’antigen de les molécules MHC Il en la linia RINm5F.

La manca de dades sobre els compartiments intracel.lulars implicats en la
biosintesi i I'adquisici6 de lligands per les MHC Il en les cél-lules endocrines, i la
importancia que aquests compartiments tenen pel repertori antigénic presentat per
gualsevol APC van donar lloc a la segona part d'aquest treball .En aquest objectiu es vol
respondre a les preguntes:

- quins compartiments de la via endocitica de la linia RINm5F estan involucrats en

la presentacié d'antigen per MHC 11?

- I'expressié de les MHC II, li i HLA-DM indueix canvis en la via endocitica de les

cel-lules endocrines?

- com influeixen li i DM en la localitzacié de les molécules DR4 en el context de la

cél-lula RINm5F?

Objectius especifics:

2.1. Determinar la influéncia de I'expressié de DR4, li i HLA-DM en l'organitzacié de la via
endocitica de la linia RINm5Fper microscopia de transmissio

2.2. Determinar la influencia de I'expressié d'li i DM en la localitzacié subcel.lular de les

molecules DR4 en les cél-lules RINm5F per microscopia de transmissio
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Objectiu 3. Estudi del repertori peptidic associat a DR4 en la linia endocrina
RINmMS5F

En la tercera part d'aquest treball es vol avaluar la capacitat de les ceél- lules
endocrines per a presentar els autoantigens sintetitzats per elles mateixes en el context
de les MHC Il, responent a les seglients preguntes:

¢cLes MHC |l en les cél- lules RINm5F s’associen a peptids autdlegs?

Jquina és la influencia de la preséncia o abséncia d'li i HLA-DM en el repertori

peptidic presentat per MHC Il en les cel- lules endocrines?

Objectius especifics:

3.1. Caracteritzacié per MALDI del repertori de péptids associats a DR4 expressat en les
cél- lules transfectades: DR4, DR4li, DR4DM, DR4IiDM. Influéncies de I'expressio d'lii DM
3.2. Identificacié dels lligands majoritaris en el repertori associat a DR4 en les cél- lules
transfectades: DR4, DR4li, DR4DM, DR4IIDM per espectrometria de masses en tandem.
Analisi de la influencia exercida per la preséncia o abséncia d’'li i d’'HLA-DM sobre el

repertori de DR4

Objectiu 4. Estudi comparatiu de les caracteristiques com a cél- lules presentadores
d’antigen per MHC Il entre una cél- lula endocrinai una cél- lula B limfoblastoid.

La preséncia de cel- lules B i d’altres cél- lules amb la capacitat per presentar
antigens per MHC Il en els infiltrats de les glandules afectades per respostes
autoimmunitaries i I'evidéncia que els repertoris presentats per aquestes i per les cel- lules
endocrines son diferents, van generar la quarta part d'aquest estudi en la que es vol
respondre a les preguntes:

Jpresenten diferéncies importants el repertoris associats a DR4 en una linia

epitelial i en una linia B limfoblastoid?

Jquines sén les semblances i diferéncies en les vies de maduracié dels dimers

DR4 en ambdés tipus cel- lulars?

Objectius especifics:

4.1. Caracteritzacié de l'organitzacié de la via endocitica en les cél- lules B limfoblastoid.
Comparacié amb l'organitzacio de la via endocitica en les cél- lules DR4IiIDM.

4.2. Estudi de la distribucié subcel.lular de les molécules DR4 i les chaperones li i HLA-
DM en la cél- lula B limfoblastoid. Comparacié amb la distribucié observada en les cél- lules
DR4IiDM

4.3. Caracteritzacié del repertori peptidic associat a DR4 en una linia B limfoblastoid i
identificacié dels lligands majoritaris

4.2. Comparacié del repertori associat a DR4 en la linia B limfoblastoid i en les cél- lules
endocrines DR4IiDM

36






Material i Métodes

Linies cel.lulars

La linia cel- lular RINm5F (Gadzar AF i col.,, 1980) generada d'un insulinoma de
rata es cultiva en monocapa, en medi de cultiu RPMI 1640 (GIBCO BRL, Life
Techonologies, Gaithersburg, MD, USA) enriquit amb el 10% de sérum bovi fetal
(FCS) (Gibco) previament descomplementat per calor a 56°C durant 30 minuts, 2 mM
L-glutamina, 100 U/ml de penicil- lina i 0.1 mg/ml d"estreptomicina (anomenat medi
complet). Les ceél- lules es van cultivar en flascons de poliestiré i es dilui en cada 3-4
dies mitjancant un procés de tripsinitzacié (0.025% de tripsina, (Sigma, St Louis, MO,
USA) i 0.02% d"EDTA en PBS: Tamp0 fosfat sali, pH 7.2)

Les diferents linies RINM5F transfectades es cultivaren en monocapa en medi de
cultiu complet en el qual s afegi el medi de seleccié corresponent en cada cas. A la
taula es mostren les concentracions dels diferents antibiotics en les solucions mare,

de seleccid, preparades en medi complet:

transfectant Antibiotic
1 DR4/DR3 + Geneticina 0.25 mg/ml
2 DRA4Ii/DRS3Ii + Geneticina 0.25 mg/ml + MXH 1x
3 DR4DM/DR3DM + Hygromicina B (0.8 mg/ml) + Puromicina (4ng/ml)
4 DRA4IIDM/DR3IiDM +Hygromicina B (0.8 mg/ml) + Puromicina (4 mg/ml)

Taula ll: Concentraci6 dels diferents antibiotics en les solucions mare

Per a la preparaci6 de les solucions mare, la geneticina G418 (Gibco) i la
higromicina B (Boehringer Mannheim) en solucié liquida, s'usaren directament. La
solucié stock de MXH 100x es prepara amb 25 mg/ml de Xanthine (Calbiochem, La
Jolla, CA, USA), 1.5 mg/ml dhipoxantina (Sigma) i 0.6 mg/ml d’ acid micofendlic
(Gibco). La solucié stock de puromicina (Sigma) es prepara a una concentracié de
2mg/ml en aigua. Aquestes dues darreres solucions, s’esterilitzaren per filtracio,
s’aliquotaren i s'’emmagatzemaren a —20°C.

Les solucions mare 1 i 2 s'usaren sense diluir, mentre que les solucions mare 3 i
4 es dilui ren ¥ en medi complet fins a les concentracions finals de cultiu.

La linia de cel- lules B limfoblastoids (B-LCL) s’obtingué en el laboratori mitjangant
la transformacié de limfocits ai llats de sang periférica d'un pacient diabéetic amb el
virus d Epstein-Barr (Costa M i col., 2002) i es mantingué en cultiu en medi complet.
La tipificaci6 de la LCL es realitza en col.laboraci6 amb el Dr. Eduard Palou del
Laboratori d’HLA del Centre de Transfusions i Banc de Teixit de I'Hospital Vall

d’'Hebré, Barcelona.
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Totes les linies es mantingueren en cultiu en un incubador a 37°C en una

atmosfera del 5% de CO..

2. Anticossos

Els anticossos usats figuren a la taula IlI:

Anticos Especificitat Natura Origen/referéncies
L243 HLA-DRab sobrenadant ATCC, Rockville, MD, USA/
Lampson i Levy, 1980
VIC-Y1 li (part citoplasmatica) ascitis Dr. W. Knapp, IFI, Viena, Austria/
Quaranta et al, 1984
CerCLIP.1 CLIP ascitis Dr. P. Cresswell/ Denzin et al,
1994
DRa DRa serum Dr. P. Morton
lcch li C-ter serum Dr. P. Morton
5C1 DMa Ac purificat Dr.J.Trowsdale/ Sanderson et al,
1994
Lamp-1 Anti-lampl1 Ac purificat Dr.S.Carlsson/ Carlsson et al,
1988
RaM Ig de conill anti-Ig de ratoli ascitis Dako, BCN, Espanya
GaM-FITC Ig de cabra anti-Ig de ratoli ascitis Southern Biotechnologies,
marcat amb isothiocyanate de Birmingham, AL, USA
fluoresceina
GaM-TRITC Ig de cabra anti-Ig de ratoli Ascitis Southern Biotechnologies,

marcat amb isothiocyanat de

tetrametil rodamina

Birmingham, AL, USA

Taulalll Llista dels anticossos usats en aquest estudi.

3. Caracteritzaci6 de les linies usades

3.1 Tinci6 per citometria de flux de cel- lules en suspensid

El fenotipat de les diferents linies transfectades i de les B-LCLs es realitza per

técniques d'immunofluorescéncia

indirecta per

citometria de flux en cél- lules en

suspensié. Les linies cel- lulars epitelials es desenganxaven i dispersaven mitjancant una

procés de tripsinitzacié previ a la tincié. L adquisicié i I'analisi de les cél- lules es realitza

en un citometre de flux FACScan i utilitzant el software Cellquest ( Becton-Dickinson, San

José, USA). En funcié de la localitzacié de la molécula a detectar es van usar 2 protocols
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Material i Métodes

3.1.1. Tinci6 de superficie per immunofluorescéncia indirecta

Entre 1 i 3x10° cél- lules es ressuspengueren en PBS+2% FCS i centrifugaren
durant 5minuts a 500xg, per a I'eliminacié de les restes cel- lulars.
El pellet cel- lular s'incuba en 50n de l'anticos especific per a la molecula a analitzar
(anomenat anticos primari) a 4°C durant 30 minuts, en placa de 96 pous de fons rodé.
S’elimina I'excés d anticos amb dos rentats de les cel- lules en PBS-2%FCS. La deteccio
de I'anticos primari es realitzava per incubacié de les cél- lules a 4°C, durant 30 minuts, a
la foscor amb 50ni1 d’anticos de cabra anti-lg de ratoli marcat amb fluorescei na (anticos

secundari)

3.1.2. Tinci6 de citoplasma

El protocol usat és una variacio del protocol descrit per Dodi et al, 1994. Tots els
passos es realitzaren a T ambient. Es fixaven 0.5-1x10° cél- lules durant 10 minuts en 100
m de PBS-1% de paraformaldehid. Es realitzaven tres rentats en tamp6 de rentat (PBS+
0.1% saponina +1%FCS) i centrifugacio de 5 minuts a 500xg. Les cél- lules s'incubaren en
50n d’'anticos primari amb 0.05% de saponina, durant 30 minuts. Després de tres rentats
de 5 minuts a 500xg amb tamp6 de rentat, les cél- lules s’incubaren en 50n1 d’ anticos
secundari + 0.05% saponina durant 30 minuts a la foscor. Les tincions s analitzaren en un
citometre de flux després de tres rentats en tamp6 de rentat i un darrer rentat en PBS-
2%FCS.

3.1.3 Diluci6 dels anticossos
Les dilucions de cada anticos usada per les tincions analitzades per citometria de flux

estan especificades a la taula IV

Anticos Dilucié d"us Diluit en

L243 Sense diluir -

CerCLIP.1 1/1000 PBS-2%FCS

VIC-Y1 1/500 PBS-0.05% saponina
5C1 1/500 PBS-0.05% saponina
GaM-FITC 1/100 PBS-2%FCS
GaM-FITC 1/100 PBS-0.05% saponina

Taula IV Concentraci6 dels anticossos usats per citometria de flux.

3.2.Transferéncia de Northern (“Northern Blot”)

L' andlisi dels nivells d’expressio de DRa en les diferents transfectants es feu per

guantificacié dels nivells d’ ARN missatger especific per northern blot.
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3.2.1. Extracci6é de RNA total

L’ARN total usat en els assajos de Northern es purifica seguint una variant del
meétode de GTC/fenol (Chomczinsky and Sacchi, 1987). Les cél- lules es desenganxaren
del cultiu per tripsinitzacié i es recuperaren en un pellet per centrifugacié a 500g durant 5
minuts. Es rentaren en PBS per eliminar els restes de medi de cultiu i tripsina. La sol.lucié
de llisi anomenada GSAMF es prepara al mateix moment de I'extraccié a partir d'una
sol.lucié stock anomenada GSA (isotiocianat de guanidina 4M, acetat sodic 50mM, N-
lauril sarcosina 0.5%). Per un volum de GSA s’afegi 4% de 2b-mercaptoetanol 100mM i
un volum de fenol acid saturat amb aigua). Les cél- lules es resuspengueren a una relacio
de 5x10° cél- lules per ml de soluci6 GSAMF i els pellets homogeneitzats amb pipeta es
deixaren 5 minuts a temperatura ambient per tal que es dissociessin els complexes
nucleoproteics. A continuacié s’afegiren 0.2 vol de cloroform-alcohol isoamilic (49:1) en
cada mostra, s"Thomogeneitza per inversio vigorosa 30” i es deixaren 15 min en gel.
Finalment les mostres es centrifugaven 30 minuts a 10000xg , 4°C i es recuperava la fase
aquosa que era transferida a un tub eppendorf. El contingut de RNA es va precipitar amb
un vol d’isopropanol durant 2h a —20°C i per centrifugacié a 10000xg durant 30 minuts a
4°C. Un cop obtingut el pellet de RNA es rentava dues vegades amb etanol 75% fred per
eliminar-ne les restes de sals. El pellet s"emmagatzema resuspés en aigua préviament
tractada amb 0.1% de dietilpirocarbonat (DEPC) (INC, Costa Mesa, CA, USA). La
concentracié i la puresa del RNA obtingut es mesura per espectrofotometria amb lectura a
260nm i la relacié Ageo/ Azgg, respectivament. Per assegurar la integritat del RNA , el perfil
electroforétic de les mostres es verifica mitjangant electroforesi en gel d'agarosa 1% i
tinci6 amb bromur d’etidi, utilitzant 5ng de cada mostra. Les mostres de RNA es

conservaven a —70°C.

3.2.2. Gel i transferéncia

10ng de cada mostra de RNA es separaren per electroforesi en gel d’agarosa al
1.5% i formaldehid (2.2M). A continuacio les mostres es transferiren per capilaritat durant
16h a una membrana de nylon Hybond-N" (Amersham, Buckingghamshire, UK) usant
com a tampo6 de transferencia SSC 20x (NaCl 3M, citrat sodic 0.3M, pH 7). EI RNA
transferit es fixa en la membrana de nylon per irradiaci6 amb llum UV (150mJ) en un
Stratalinker™ 1800 (Stratagene, San Diego, USA). Les membranes es guardaren entre

dos papers Whatman 3MM fins al moment d"hibridacié.

3.2.3. Hibridaci6 amb sondes especifiques

Les membranes s hibridaren amb una sonda de 1.25 kb corresponent al cDNA de
HLA-DRa, i amb una sonda de 412 bp de la b-actina humana, marcades radioactivament.
Les sondes es van quantificar en un comptador beta, betamatic iV (Kontron), es

desnaturalitzaren 5 minuts a 100°C i s ajustaren amb solucié d’hibridacié a 2x10° cpm/ml.
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Material i Métodes

La hibridaci6 de la membrana es realitza segons el protocol descrit per Engler-Blum
(Engler-Blum G i col, 1993). Després d'un equilibrat de la membrana d'un minut en 50ml
de SSC 2x (1xSSC: 0.15M NaCl, 0.013M citrat sodic), la membrana es pre-hibrida amb
solucié d hibridacié (SDS 7%, Na,HPO,4 0.25M, BSA 1%, i EDTA 1mM) a 68 °C durant un
minim de 2 hores en rotaci6é. La sonda radioactiva s'afegia a la solucié d’hibridacio, i
després de 20 hores, les membranes es rentaven 3 vegades durant 20 minuts en solucié
de rentat (SDS1%, Na,HPO, 20mM i EDTA 2mM) a 68°C. Les membranes acabades
dhibridar s’analitzaven directament en un Phosphoimager (Personal Molecular Image,

BioRad) i el programa Quantity One (BioRad).

3.3. RT-PCR d'HLA-DO

Per analitzar I"'expressié de la molécula Rt.1-DO en la linia epitelial RINm5F es

determina el nivell de transcripcié del gen RT.Dna per técniques de RT-PCR

3.3.1. Extraccio de RNA total i Retrotranscripci6

Per l'extracci6 de RNA usat en aquest experiment, s’'usa el kit comercial
RNAqueousTM-4PCR d’extracci6 de RNA d’Ambion Inc. (Texas, USA). Es parti de 10°
cél- lules DR4IIDM i com a control s’usa melsa i timus fetal de rata. L’homogenitzacio dels
blocs de teixit congelat en N, liquid s’aconsegui mecanicament amb un Politron en
presencia de la solucié de llisi comercial.

El cDNA s’obtingué incubant 1ng de RNA total, préviament desnaturalitzat per
calor a 68°C durant 5 minuts, amb: oligo-d(T).g 0.5ng de RNA, 20U RNAsin, 1mM de cada
dNTP, transcriptasa reversa AMV (15U de RNA) i tampé 1x ( 10mM Tris-HCI pH 8.8, 5mM
MgCl,, 50mM KCI, Tritd6 X-100 0.1%) en un volum final de 20 nl durant 1h a 42°C en bany

d"aigua. Per aturar la reacci6 la mostra es mantingué 3min a 95°C i 3 min més en gel.

3.3.2. PCR (Reacci6 en cadena de la polimerasa)

El parell d'encebadors per a la cadena RT.1-DOa de rata van ser dissenyats
usant la sequéncia génica RS420S2. Els oligonucledtids inclouen un intré, donen un
amplimer de 324 pb, i comprenen les seqiiéncies:

5GAAGAAGGGGGAGGTCGTG 3

5'CTGTGGTTAGGCTGGGAGTAG 3’

Els encebadors pel gen constitutiu S15 eren del kit d’Ambion i amplificaven una
regid de 361 pb.

Les reaccions de PCR es realitzaren per incubacié de 1m de cDNA amb una
solucié que contenia: 200nM de cada dNTP, MgCl, 1.5mM, WT-1 0.05%, tampé 1x (Tris-
HCI, pH 9) 10mM, KCI 50mM, Trit6 X-100 0.1%), 1nM de cada un dels encebadors
especifics i 1.25U de Taq polimerasa (DyNAzymeTMII DNA polimerasa, Finnzymes Inc.,

Finlandia) en un volum final de 15n. S'afegiren 20m d'oli mineral en cada tub per evitar
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I'evaporaci6. L'amplificaci6 es realitza en un termociclador Perkin-Elmer Cetus 480
utilitzant els protocols especificats en la taula V. Com a control negatiu sempre s’inclogué
un tub amb tots els reactius excepte cDNA. Com a control positiu de I"amplificacié de la

cadena Rt.1-DOa s'usa cDNA provinent de melsa i timus de rata.

Tipus d"amplimer Protocol PCR T2 d hibridacié

RT.1-DO 1" 72°C 58°C
1’ 63°C x 35
1'72°C

10’ 72°C

S15 1' 95°C 57°C
1’ 55°C x30
1" 72°C
5 72°C

Taula V Protocols d’amplificacié per a PCR. En tots els protocols es realitzava un cicle inicial de

3’a97°Ciuna fase de parada a 85°C durant la qual s"afegia I'enzim a la reaccié.

Per a poder comparar els resultats de I"'amplificacié entre les diferents mostres es
van normalitzar les quantitats de cDNA en funcié de I'expressié del gen constitutiu S15.
Es van fer dilucions seriades de cada mostra de cDNA i 2nillde cada mostra es van
amplificar amb els encebadors especifics per a la S15 a 30 cicles. Es va escollir per a
cada mostra aquella diluci6 de cDNA que donava una intensitat de banda semblant a les

altres en un gel d’agarosa tenyit amb bromur d’etidi.

3.3.3. Electroforesi i hibridacié amb sonda especifica

El producte amplificat es visualitza mitjancant I'electroforesi en un gel d'agarosa al
2% en tampo6 TAE 1x (Tris, acid aceétic glacial, EDTA) de 10-15 m de producte de PCR. Al
producte de PCR s'afegi 1nl de tamp6 blau de bromofenol 10x (10% ficoll, 0.5% blau de
bromofenol i 5SmM EDTA). El gel es tenyia amb bromur d’etidi i les bandes corresponents
a l'amplimer es visualitzaven en un transil.luminador de llum uv. La transferéncia a
membrana i la hibridacié amb la sonda especifica per DOa es realitza seguint el mateix
protocol descrit als punts 3.2.2. i 3.2.3. L'oligosonda abarcava la sequéncia:
5'’AACCGAACCAGAGCCGTAZ
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Material i Métodes

4. Microscopia de fluorescéncia

4.1. Tincid _amb anticossos especifics a partir de cél- lules en cultiu

Les cel- lules RIN es posaren directament en cultiu sobre el vidre durant una nit i
es fixaren amb acetona freda durant 8 minuts. Després es rentaren 3 vegades en PBS +
2% FCS i els coverlips s’incubaren en 100ni de I'anticos especific per la molécula a
detectar durant 30 minuts. Després de tres rentats, s’incubaren en 100m de solucié del
segon anticds marcat, durant 30 minuts i es rentaren tres vegades més en PBS-2%FCS.
Per a I'observacié al microscopi els coverlips es montaren sobre portaobjectes de vidre.
Els marcatges de les molécules transfectades van ser analitzats en el microscopi Leica
TCSNT amb una lent 100x PL (Leica, Viena, Austria) del Servei de Microscopia confocal
de I'Hospital Clinic de Barcelona.

Les concentracions i els medis de dilucié dels anticossos usats s’indiquen a

continuacio a la taula VI:

Anticos Dilucié d"as Diluit en
L243 No dilui't -

VIC-Y1 1/500 PBS-2%FCS
5C1 1/400 PBS-2%FCS
Lamp-1 1/400 PBS-2%FCS
GaM-FITC 1/100 PBS-2%FCS
GaM-TRITC 1/100 PBS-2%FCS

Taula VI Concentracio dels anticossos usats per microscopia confocal.

4.2. Marcatge de 'ER i del GA _amb sondes especifigues.

La morfologia de 'ER es visualitza mitjangant la internalitzacié de la sonda R-648
(rhodamine B, hexyl ester, cloride) mentre que l'aparell de Golgi i les vesicules del
transgolgi es visualitzaren per internalitzacié de la sonda N-1154 (6-((N-(7-notrobenz-2-
oxa-1,3-diazol-4-yl)amino)hexonyl)sphingosine) (Molecular Probes, Oregon, USA). Es
prepara una solucié stock d’ambdues sondes 1mM en DMSO que s’emmagatzema a —20°
C a la foscor. Les cél.lules es mantenien en cultiu sobre coverslips de vidre. Abans de
realitzar el marcatge, els coverslips es rentaven en PBS i les cél.lules es fixaven amb PFA
4% durant 10min. S’incubaven els coverslips, 20 min a 4°C amb les sondes especifiques,
a la concentracié d'Us en medi de cultiu (R-648, 5 M i N-1154 1nM). Mitjancant 3 rentats
de 10min en medi de cultiu s’eliminava la sonda en excés previ al montatge dels

coverslips per a I'obervacié al micrsocopi.
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5. Immunprecipitacié de DR i digesti6 amb Endoglicosidasa H

Per analitzar la cinética de maduraci6 de DR en les diferents cél- lules
transfectades s’usaren técniques de marcatge radioactiu de les molécules de nova sintesi
combinats amb la immunoprecipitacié especifica de DR i posterior digesti6 amb I'enzim
endoglicosidasa H. La endoglicosidasa H és un enzim que talla els residus d'alt contingut
en manosa que presenten les molécules al sortir de 'ER perd que no pot tallar els residus
de N-glicans més complexos que presenten les molécules madures després d haver

estat modificades en I'aparell de Golgi.

5.1. Marcatge metabolic amb s*®

Les cél- lules adherents cultivades en flascons, es rentaven amb 15ml de PBS i es
mantenien en cultiu 30 minuts en medi RPMI sense cisteina ni metionina (Sigma), amb
5%FCS dialitzat, per a eliminar les fonts de cisteina i metionina. A continuacio les cél- lules
es van marcar durant 30 minuts amb 0.8 mCi d"una barreja del marcador cel- lular ™pRO-
MiIx™ (Amersham) que conté metionines i cisteines marcades radioactivament en un ratio
3:1, respectivament. A continuacio les cél- lules es posaren en cultiu a 37°C i 5% de CO, i
després de 1.5h, 3h i 5h de cultiu, les cél- lules marcades es recolliren per tripsinitzacié, es

rentaren tres vegades en PBS fred i s'immunoprecipitaren els dimers DR.

5.2. Immunoprecipitacié de DR i digestié amb Endo H.

Les ceél- lules marcades es resuspengueren en tampo de llisi (Nonidet P40 (Sigma)
0.5%, TrisHCI pH8 50mM, NaCl 150mM) a ra6 de 10" ceél- lules/ml. Els inhibidors de
proteases iodoacetamida 10mM, pefabloc 1mM, aprotinina 5nM, leupeptina  5mM,
pepsatina 2 mg/ml (Boeringer Mannhein) s”afegiren al tamp6 de llisi en el moment de ser
usat. Les ceél- lules es llisaren durant 30 minuts en gel i es centrifugaren a 14000rpm
durant 30 minuts a 4°C, per eliminar debris cel- lulars i nuclis. Els llisats cel- lulars
obtinguts s’incubaren durant 2h a T@ ambient amb 75m de sérum de conill normal (Dako
Dignosticos, Barcelona, Espanya) i 100 de boles de sefarosa recobertes per protei na A
(Protein A Sephrose R CL-4B, Pharmacia) per a eliminar totes les unions inespecifiques.
Després d’una centrifugacié de segons, els llisats pre-absorvits es passaren a un altre tub
i es barrejaren amb 2ni de I"anticos B.8.11.2., tota la nit a 4°C, en rotacio. Els complexes
antigen-anticos formats es van ai llar per absorcié en 10nl de boles de sefarosa recobertes
per protei na A, mitjancant una incubacié d’ 1 hora a T2 ambient. Després d'una
centrifugacio curta, s’elimina el sobrenedant i les boles de sefarosa amb els complexes
antigen-anticos units es rentaren 4 vegades en tampd de llisi i una darrera vegada en un
tampd de TrisHCI pH 8 125mM i NaCl 150mM, per eliminar el Nonidet NP40. Cada

mostra es dividia en dos i una meitat era tractada tota la nit amb 2mU d’EndoH
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(Boheringer Manhein) a pH5.5, a 37°C. Finalment, cada mostra es dividia de nou i es
resuspenien en tampo de mostra (SDS 2%, TrisHCI pH6.8 125mM, glicerol 10%, blau de
bromofenol 0.1%) . Una meitat es bullia 5min a 95°C mentre que laltre meitat es

mantenia 30minuts a T2 ambient, previ al carregament del gel

5.3. Electroforesi en gel de poliacrilamida

Les mostres es separaren en un gel de poliacrilamida al 12% (12% acrilamida/
Bisacrilamida 29:1, trisHCI pH 8.8 0.375M, SDS 0.1%, persulfat d’amoni 5%, temed
0.05%). L’electroforesi vertical es feu en un aparell Hoeffer (Hoeffer Scientific
Instruments, San Francisco CA, USA) durant 5h a 120 volts en tampd de migracid (Tris
25mM, SDS 0.1%, glicina 192mM). A continuacio el gel es fixa durant 30 minuts en tampo
d’ isopropanol 25% i acid acétic 10%. El marcatge s"amplifica mitjancant un amlificador de
radioactivitat (Amplify, Amersham) i el gel seguidament s’asseca durant 2 hores a 80°C
en un secador de gels (BioRad). Finalment, s’exposaren a una pel- licula hyperfiImTNI
EcL™ (Amersham) a -70°C. Les autoradiografies es van analitzar amb un escaner

Scanjet Il (Hewlett Packard) i el programa Scan Analysis (Biosoft, Cambridge, UK)
6. Microscopi electronic de Transmissi6

Per a l'estudi a nivell ultraestructural de la localitzaci6 de les molécules
estudiades en les diferents linies neuroendocrines transfectades, en linies B-LCL i en
cel- lules dendritiques immadures, s'usaren técniques d’immunomarcatge sobre seccions
de 80nm obtingudes per técniques de criomicroscopia que s’analitzaren en un microscopi
de transmissié Phillips. El processament de les mostres per microscopia de transmissio
és el descrit per la Dra. Graga Raposo (Raposo G i col., 1997) del Electron Microscopy of
cellular Compartments, UMR114, Paris, amb la col.laboraci6 de la qual es van

desenvolupar aquests experiments.

6.1. Internalitzacidé d’albumina serica bovina acoplada a or.

Per al marcatge dels compartiments endocitics s'usa albumina sérica bovina
acoplada a particules d’or de 5nm de diametre (BSA-Au). Entre 5-10 x10° cel.lules de la
linia DR4IIDM es tripsinitzaren i després es mantingueren 30-40minuts en cultiu en
suspensié per a recuperar-les dels efectes de la tripsinitzacid. A continuacié s’incubaren
5min a 37°C en bany, amb 15ml de RPMI sense FCS per eliminar I'albimina aportada pel
séerum. La BSA-Au s’ajusta a una DO=5 a I=520nm en medi RPMI. Entre 5-10 x10°
cellules de la linia DR4IiIDM es resuspengueren en 1.5ml de medi complet préviament
escalfat a 37°C amb 100m de BSA-Au i s'incubaren a 37°© al bany durant 5 minuts (120m
de BSA-Au es dialitza tota la nit davant de RPMI). Les cel.lules es rentaren tres vegades

en 1.5ml de RPMI sense FCS fred per eliminar la BSA-Au no endocitada i es deixaren en
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cultiu a 37°C al bany en 15 ml de RPMI. Als 5, 20 i 80 minuts es retiraren 5ml de la

suspensio, i les cél.lules es fixaren i processaren per criomicroscopia.

6.2. Fixacié quimica de les cél.lules

Les cél.lules es fixaren durant 30 minuts en una barreja vol/vol de medi RPMI
complet i de la solucié de fixacié 2x (0.25% glutaraldehid i 4% paraformaldehid en tampé
fosfat (Na,HPO, 0.2M, NaH,PO,4 0.2M, pH 7.4). Una segona etapa de fixacio es realitza
en solucid de fixacid6 1x durant dues hores a T° ambient. Les cél.lules adherents es
recolliren amb I'ajut d'un scrappie de goma, en aquest punt per a seguir la resta del
procés en suspensio. Les cél.lules fixades es centrifugaren a 500xg durant 6 minuts i els
pellets cel.lulars obtinguts es resuspengueren en paraformaldehid 4X i

s’emmagatzemaren a 4°C fins al moment de ser processats.

6.3. Processament de les cel.lules per a la criomicroscopia.

Els pellets cel.lulars es rentaren 4 vegades en una solucié de tampé fosfat que
contenia glicina 50mM per al bloqueig dels grups aldehid altament reactius presents en
els fixadors usats. A continuacid, els pellets cel.lulars es resuspengueren en 0.5-1ml
d'una sol.lucié de gelatina al 7.5% preparada en aigua, préviament liquidificada a 37°C
durant 15 minuts en una estufa. Mentre la gelatina encara era tévia les cél.lules es
repelletejaren per centrifugacié a 10000rpm durant 2 minuts i es referedaren en gel fins a
la solidificacié de la gelatina. Després de tallar els tubs i recuperar els pellets cel.lulars
immersos en gelatina, aquests es van tallar en blocs d’ aproximadament 2 mm que foren
transferits a una sol.luci6 de sucrosa 2.3M. La infusi6 de les mostres en sucrosa
s’aconsegui per rotacié durant 2 hores a 4°C. A continuacié cada un dels blocs es monta
sobre un suport metalic, préviament sotmés a un procés de neteja per ultrasons en
acetona, es retira I'exés de sucrosa amb filtres Wathman del nimero 4 i es congela per
immerssié directa en N, liquid. Les crioseccions es van tallar en un Ultracut FCS
ultracriotom (Leica). Cada bloc va ser retallat a —90°C amb un ganivet de vidre per
aconseguir un bloc piramidal de superficie plana. Les criosseccions de 80nm de gruix es
tallaren a —120°C amb una ganivet de diamant i es recolliren amb una barreja vol/vol de
sucrosa 2.3M i metilcel.lulosa 2%. Les seccions es dipositaren sobre reixetes de 3.05mm
de coure/paladi (Gilder G200HEX-CP3), préviament recovertes per una capa de Formvar
(TAAB Laboratories, Reading, Berks) i per una capa de pols de carboni, i es guardaren a

4°C fins al moment del marcatge.

6.4. Immunomarcatge de les crioseccions

S’usaren entre tres i sis seccions de cada linia cel.lular per a cada marcatge. Les
seccions es dipositaren cara avall sobre plagues amb una capa de gelatina al 1%
solidificada. Es deixaren a I'estufa a 37°C durant 20 minuts per permetre |"eliminacié per

difusié de I'exés de gelatina de les seccions. Els seglients passos pel marcatge, es
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realitza per flotaci6 en gotes de les diferents solucions emprades, a T® ambient
dipositades sobre parafilm. Es retiraren les reixetes de la gelatina i s'incubaren durant 10
minuts en una solucié de tampé fosfat i glicina 50mM . A continuacié la glicina s’elimina
en tres rentats successius de 2 minuts sobre gotes de PBS-2%FCS. La incubacié amb
I'anticds especific per I'antigen es realitza per flotacié de les seccions sobre una gota de
100ni de I"anticos durant 1h. Les seccions es rentaren 6 vegades durant 1 minut en PBS-
2%FCS. Quan el marcatge es realitzava amb sérums policlonals, les seccions
s’incubaven directament en protei na A acoplada a particules d'or de 10 o 15nm de
diametre durant 20 minuts. Quan [|“anticos marcat era monoclonal, les seccions es
rentaven 6 vegades durant 2 minuts en PBS-2% FCS i s’incubaven en 100ni
d’ Immunoglobulines de conill contra Ig de ratoli durant 30 minuts (Dako). Després de 6
rentats de 2 minuts en gotes de PBS-2%FCS les seccions s’incubaren amb la protei na A-
Au. Per eliminar I'exés de protei na A marcada, les seccions es rentaren 7 vegades en
PBS durant 1 minut i a continuacio es fixaren en una solucié de glutaraldehid al 5% en
aigua 5 minuts. L'excés de gluteraldehid s’elimina per sis rentats d’'un minut en aigua
previ al contrastat de les seccions en una barreja vol/vol de metilcel.lulosa i acetat
d'uranil, pH7 durant 10 minuts seguit per lincubacié en una barreja 9:1 vol/ivol de
metilcel.lulosa i acetat d"uranil, pH 4, a 4°C i a la foscor durant 10 minuts.

Per als marcatges dobles es recomencava el protocol de marcatge des del
principi després de la darrera fixaci6 amb gluteraldehid i abans de realitzar el contrastat
de les seccions.

Els anticossos i sérums usats per als marcatges, i les dilucions d"aquests, es
troben a la taula VII. En aquestes concentracions el marcatge inespecific a nucli o

mitocondries era reduit a 2-3 particules d'or.

Anticos/sérum Dil.luci6 d"as Diluit en

HLA-DRa 1/100 PBS-5%FCS
lcc5 1/250 PBS-5%FCS
5C1 1/400 PBS-5%FCS
RaM 1/200 PBS-5%FCS

Taula VIl Concentraci6 dels anticossos usats per microscopia de transmissio.

6.5. Quantificacié dels immunomarcatges.

La distribucid intracel.lular de les diferents protei nes marcades es quantifica en 20
cél.lules diferents escollides aleatériament d’'un minim de 3 seccions diferents directament
al microscopi de transmissi6. Les ceél.lules s’escollien a un augment de 8000x i el
recompte de les diferents organeles i de les particules d’or acumulades es realitza a
15000 augments. Els resultats s’analitzaren pel test F-de fisher com a test a priori i per les

comparacions del test a posteriori s'usa el test t de Student.
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7. Elucié dels lligands naturals associats a DRB1*040 en cada tipus cel.lular

L elucid, separacid, seqlenciacié i identificaci6 dels péptids associats a les
molécules del MHC és un procés que compren la primera etapa de cultius cel.lulars en la
que s'obté el nombre necessari de cél.lules i els reactius per a la purificacié dels
complexes MHC-peptid. La segona etapa del procés comprén una cromatografia d"afinitat
per a purificar els complexes classe Il-péptid i una posterior cromatografia liquida d’
elevada resol.luci6 en fase reversa per la separacié dels péptids obtinguts. Les 4 linies
epitelials transfectades amb I'al.lel DR4 es van processar en el laboratori del Dr Fritz
Koning del Immunohaematology Blood Bank Department del Leiden University Medical
Center, Leiden, The Netherlands. La linia limfoblastoid es va processar en la Unitat
d’Immunologia de I'IBB, UAB.

7.1. Rediferenciacié _de les cél.lules per tumoracié en ratolins

Amb [I'objectiu d obtenir una re-diferenciacio de les linies cel.lulars i fer augmentar
I'expressid de molecules propies i especifiques de les cél.lules b pancreatiques, les 4
linies cel.lulars transfectades es van sotmetre a dues passades consecutives per ratolins
atimics Swiss Nude/Nude. Tots els ratolins usats eren femelles de 4 setmanes i es
mantingueren en I"estabulari de la Universitat Autbnoma de Barcelona.

15x10° cél.lules de cada tipus cel.lular es resuspenien en 400m de PBS esteril i
s’inoculaven subcutaneament a la cuixa dreta. Es van inoculatr dos ratolins per cada linia
cellular en dos processos sequencials de rediferenciacié. Als 15 dies apareixien els
tumors solids en el punt d’' injeccid. Els tumors es deixaven créixer fins a un tamany
dentre 08 i 1'5cm de didametre, o fins a l'inici de la vascularitzacié del tumor. Es
sacrificaven els animals i s’escindia el tumor que es guardava en medi RPMi + 10%FCS
a 4°C fins al moment de la digestié. Els tumors es rentaven dues vegades en 20 ml de
medi RPMI sense FCS, es tallaven en petits blocs i eren sotmesos a digestié enzimatica
en 15ml de medi de digesti6 (RPMI amb 2.5mg/ml de tripsina (Trypsin type II, Sigma) i
0.05mg/ml de desoxiribonucleasa | (Sigma) amb I"ajut mecanic d’'una mosca magnética
en rotacio a 37°C durant 10 minuts. Les cél.lules disgregades eren passades per un filtre
de nylon estéril amb porus de 100nm de diametre i recuperades en 5ml de medi de cultiu
RPMI-10%FCS fred, per aturar la digesti6. Les porcions de teixit no disgregades es
sotmeteren a un segon pas de digesti6 en les mateixes condicions que la primera. El
material aconseguit després d’ambdues digestions es centrifuga dues vegades 5 minuts
a 500xg, es resuspengué en 5ml de medi de cultiu. Les cél.lules recuperades es posaren
en cultiuv en medi RPMI complet en flascons de cultiu T175 a una concentracié de
5x10°cel.lules/ flasc6; a 37°C i atmosfera de 5% de CO,. A les 5-6 hores de cultiu es
recuperava el medi amb les cél.lules encara no adherides i es passava a un altre flasco
T175, mentre es renovava el medi del primer flascé. A les 24 i 48h s’eliminaven les
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cel.lules en suspensié i les cél.lules adherents es mantenien en medi de cultiu sense
seleccid. Si apareixien fibroblasts en el cultiu, les cél.lules eren sotmeses a un procés de
desenganxat suau amb una solucié de tripsina-EDTA, per a recuperar les cél.lules
epitelials i eliminar la contaminacié per fibroblasts.Finalment, el nivell d’expressio de les
molécules transfectades era comprovat en totes les cél.lules re-diferenciades entre el
primer i el segon pasa i previ a la criopreservacié en una solucié de FCS-10% DMSO en

vapors de N, liquid.

7.2 Cultiu en bulk de les cél.lules per a I'elucié dels péptids associats a DR4

En base als estudis préviament fets per a I'ai llament de peéptids associats a
molécules del MHC de classe I, i tenint en compte el nivell d’expressié de les
transfectants i la dificultat implicita en el creixement de cél.lules adherents, es va establir
un nombre de partida de 1.5x10° cel.lules per cada tipus cel.lular analitzat. Les
transfectants DR4 i DR4li es van processar en un primer experiment respectant aquest
nombre inicial de cél.lules. Les transfectants DR4DM, DR4IiDM i la cél.lula B-LCL es van

procesar en un segon i tercer experiment partint de 3x10° cél.lules.

7.2.1. Cél.lules epitelials adherents

Les cél.lules epitelials es van créixer en monocapa fins a assolir la confluencia a
37°C, en una atmosfera del 5% de CO,. Es va créixer un primer stock de 3x10’cel.lules
en flascons de cultiu T175 usant el medi de cultiu RPMI complet més el medi de seleccio
corresponent per cada transfectant. Aquest primer estoc de ceél.lules va ser analitzat per
comprovar el nivell d'expressi6 de totes les molecules transfectades, per técniques
d’immunofluorescéncia analitzades per citometria de flux, i emmagatzemat en vials de
10x10° cel.lules en N> liquid. A partir d’aquest estoc inicial es va procedir a I'expancié de
cada linia cel.lular transfectada en medi RPMI complet perd sense antibiotic de seleccié.
Per a I'expancié a gran escala es van utilitzar: flascons de polipropilé de 225 cm? d'area
(T175), ampolles de polipropile amb fons ondulat incubades en rotacié en un Cell Roller i
Cell Factories de 10 pisos. Les cél.lules es desenganxaven de la superficie de creixement
amb una solucio de tripsina-EDTA i centrifugacié a 600xg durant 5 minuts. Els pellets
cel.lulars recuperats es sotmetien a un rentat amb PBS i es summergien en Npliquid i

eren emmagatzemats a —70°C fins al moment de ser usats.

7.2.2. Cél.lules de creixement en suspensio, LCLs

Les linies B-LCLs es van créixer en suspensio i en medi de cultiu RPMI complet. Per
al creixemenet fins a 3x10° cél.lules es van usar flascons de poliestiré T175 i ampolles de
Cell Roller de vidre amb superficie plana. Les ceél.lules es recollien per centrifugacié a
500xg durant 6 minuts i després d’un rentat en PBS es summergien directament en N,

liquid i s"emmagatzemaven a —70°C fins a ser processades.

49



7.3. Construccié de les columnes per a la cromatografia d”afinitat

Per a la purificacié dels complexes DR4-péptid es van usar 2 columnes de sefarosa
amb 25 mg de L243 acoplat per les linies DR4 i DRA4Ii; i tres columnes de sefarosa amb
50 mg de L243 per les linies DR4DM, DR4IiDM i la LCL.

7.3.1. Creixement de I’"hybridoma HB55 i produccié de I"anticos monoclonal L243

Les cél.lules de I'hibridoma HB55 es van expandir en dues fases. Primer es van
créixer en flascons de poliestiré T175 i en medi de cultiu RPMIlcomplet. D aquesta
primera expansid es van criopreservar vials de 10x10° cél.lules a partir dels quals es
procedi a la segiient expansid. Al descongelar I'estoc, les cél.lules es creixien durant els
primers 5-7 dies en medi RPMI complet fins a recuperar el ritme de creixement. A
continuacié es canviava el medi per Medi de cultiu per Hibridomes Lliure de Proteines
(PFHM)(Gibco) sense font de protei na exogena. Les cél.lules es feien créixer fins a un
volum de 500ml per flascé i fins a la mort del 80% de les cel.lules. A continuacid
s’eliminaven les cél.lules restants i els debris cel.lulars per centrifugacié a 600xg durant 6
minuts i el sobrenedant recuperat era emmagatzemat a —20°C fins al moment de la
purificacié de I"anticos.

7.3.2. Processament i purificacié de I"anticos monoclonal L243

Per la purificacié de I'anticos L243 es van usar un total de 7 litres de sobrenedant
de I'hibridoma HB55 que s’acopla a cinc columnes de sefarosa. Per redui r el volum de la
mostra i facilitar-ne la manipulacio, els 7 litres de sobrenedant van ser dialitzats utilitzant
un sistema de didlisi artificial Hemofilter Renaflo R Il (Renal Systems, Minneapolis, MN,
USA). Després del pas pel renaflow I'anticos L243 queda concentrat en un volum de
500ml. L'ativitat bioldgica de I|anticos recuperat es testa per citometria de flux i la
quantitat de protei nes del concentrat es mesura pel test BCA* (Pierce, Rockford, IL,
USA). A partir de 7 litres de sobrenedant es recuperaren 350mg de protei na total que es
guarda a 4°C i amb 0.05% d"azida sodica per evitar contaminacions

Per a la purificacié6 de I'anticos s’usaren 2 columnes de 10ml de protei na A
sefarosa CL-4B (PAS)(Protein A Sepharose R CL-4B, Pharamacia). Els 500 ml de
sobrenedant de L243 es van dilui r amb la mateixa quantitat de tamp6 d’unié (150mM
NaCL, 50mM TrisHCI, pH 8). La meitat del litre final obtingut es va deixar passar per una
columna de 10ml de protei na A unida a sepharosa a un flux de 750n/min a 4°C. La
columna es van rentar successivament amb 300ml (30 vegades el volum de la columna o
beadvolums) de 150mM NaCl, 50mM TrisHCI, pH 8; 100ml ( 10beadvolums) de 50mM
NaCl, 50MmTrisHCI; 50ml (5 beadvolums) de 5mMTrisHCI. L elucié de I"anticos retingut
en la columna de protei na A es realitza fent passar 30ml de tampd d’elucié: 3mM acid

citric, pH 3. En aquest darrer pas es recolliren aliquotes de 3ml controlant el moment en
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qgue vira el pH del tampd sortint de la columna. Aquestes fraccions eren neutralitzades
amb 300m de TrisHCI 1M a pH 8 i aquelles que presentaven una DO a [=280nm entre
1.7 i 3, eren agrupades i emmagatzemades. Les columnes de PAS eren regenerades
passant tres volum (30ml) d’'acid citric 0.1M, pH 3 i el pH era reajustat a 7-8 amb el pas
de tamp6é d’acoplament. Si la columna es guardava per un periode llarg de temps

s’afegia 0.05% d'azida sodica al tampd d acoplament, per a prevenir contaminacions.

7.3.3. Acoplament covalent de L243 a boles de sefarosa activades

L'acoplament es realitzd usant la sefarosa CL-4B activada per CNBr (CNBr-
activated sepharose R 4B, Pharmacia). Per evitar el bloqueig de la sefarosa activada pel
Tris, s’intercanvia el tampd de les immunoglobulines per filtraci6 en un Centriprep 10
(Amicon, Beverly, MA, USA). Després de concentrar tota la preparacio
d’'immunoglobulines per centrifugaci6 a 600xg amb el Centriprep, les immunoglobulines
retingudes es rentaren tres vegades amb el tamp6 d acoplament (NaHCO3; 0.1M, NaCl
0.5M, pH 8.3). La concentracié de I'anticos recuperat es determina amb el métode BCA*
(Pierce) i I'activitat biologica de I'anticos es verifica per citometria de flux.

Un total de 15gr de boles de sefarosa es van procesar en dos experiments
consecutius. En el primer, 7.5gr de boles de sefarosa es resuspengueren en HCI 1mM
verificant I"eliminacio total dels agregats. El volum de les boles hidratades era d'uns 20ml.
Les boles es rentaren en un filtre de vidre (Glassfilter 3, Duran R Schott, Mainz,
Alemanya) amb 200ml d'HCI 1mM per cada gram de boles durant uns 15 minuts. A
continuacio, les boles de sefarosa es resuspengueren en 20 ml de tampé d’acoplament
(NaHCO3; 0.1M, NaCl 0.5M, pH 8.3) i es centrifugaren 2 minuts a 500xg. Després de
eliminaci6 del sobrenedant, les boles es resuspengueren amb la preparacio
d’immunoglobulines en un tub de 50 ml i s'incubaren durant 4 hores a T® ambient i en
rotaci6. A continuacié es centrifugaren les boles i la concentracid proteica del
sobrenedant recuperat s’analitza per absorvancia a 280nm. Les boles es rentaren tres
vegades en un volum de tamp6 de bloqueig (TrisHCL 0.1M pH 8) igual al volum ocupat
pel gel de boles i s"incubaren durant 2 hores a T2 ambient en el mateix tampé de bloqueig
i en rotacid, per a bloquejar tots els lloc d"'unié encara lliures de la sefarosa. Es rentaren
en un glassfilter amb 60ml de tampd de rentat a pH 4 (NaHCO3; 0.1M, NaCl 0.5M, pH 4)
seguit de 60 ml de tampd de rentat pH 8 (NaHCO;3; 0.1M, NaCl 0.5M,pH 8). Aquesta
operacié es repetia 3 vegades consecutives. Les boles de sefarosa acoplades a les
immunglobulines es conservaren a 4°C en tampd de rentat a pH 8 amb 0.02% d’azida
sodica. L activitat i I"especificitat de la preparacidé es verificaren per immunoprecipitacié

(paragraf 5.2) usant un llisat de cél.lules classe Il positives.
7.4. Al llament dels complexes DR4-péptid.

Els pellets cel.lulars guardats a —70°C corresponents a 3x10° cél.lules es
resuspengueren en tampo6 de llisi (Tris HCI 50mM, NaCl 150mM, EDTA 5mM, Nonidet
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NP-40 (Surfact-AmpsR NP40, Pierce) 0.5%, pH 8) amb els inhibidors de proteases
(AEBSF 0.1mM, leupeptina 1ng/ml, antipai na 1ng/ml, chymostatine 1ng/ml, pepsatina A
1ng/ml, Boeringer Mannhein) a raé de 1.5x10° cel.lules per ml i s'incubaren durant 2
hores, a 4°C amb agitaci6 magnética. Després d"una centrifugacié a 2500 rpm durant 10
minuts, el sobrenedant es recupera i es centrifuga 1 hora a 10000rpms a 4°C en un rotor
swing-out. Durant la centrifugacié es prepararen les boles de sefarosa (sepharose R CL-
4B, Pharmacia) usades per a |"adsorcié inespecifica del sobrenedant. Es necessiten 10
ml de boles de sefarosa per cada 50 ml de llisat cel.lular. Les boles es van rentar 3
vegades amb tampé de rentat (TrisHCI 50mM, NaCl 150mM, pH 8) i es van incubar amb
el llisat cel.lular ultracentrifugat durant 3 hores a 4°C en agitacio. El llisat cel.lular
preadsorvit es separa de les boles de sefarosa per centrifugacid6 a 600xg durant 10
minuts i s’incuba durant tota la nit a 4°C i en rotaci6 amb |"anticos L243 préviament
acoplat a la sefarosa. La solucié es diposita en una columna de polipropile i el llisat
cel.lular es recupera en un recipient net, es feu passar per la columna dues vegades
consecutives, i es guarda a 4°C per a una segona purificacio. Per a l'elucié de les
cellules DR4 i DRA4li s'usa 5 ml de sefarosa amb 25mg de L243. Per les cel.lules
DR4DM, DR4IIDM i LCL s'usa 10ml de sefarosa i 50mg de L243. La columna es sotmetia
a rentats consecutius amb 3volums equivalents al de les boles, de tampé de llisi sense
inhibidors de proteasses; 20 volums de tampé de rentat; i 10 volums d'un tampé amb
TrisHCI 5mM, pH 8. Aquests rentats permeteren consecutivament, I'eliminacié del Nonidet
NP-40 que interferiia en la deteccié dels components de les fraccions de I'HPLC,
I'eliminacio les unions inespecifiques, i la reduccié del contingut de sals de la columna.
Finalment, els complexes DR-péptid s"elui ren amb 3 volums de TFA 0.1% (Sigma) i es
guardaren a 4°C. La columna es regenera amb un volum de tampd de rentat suficient per
a retornar-la a pH neutre. Després de la regeneracié la columna es guarda en tamp6 de
rentat amb 0.02% d’azida sodica a 4°C.

Les fraccions acides recuperades de I'elucié de la columna que contenien el
complexes DR-péptid es concentraren en un SpeedVac i es filtraren en un Centricon 10
(Amicon) per eliminar les molecules de pes superior a 10000Da. Les molecules de classe
Il (cadenes a i b) eren retingudes pel filtre mentre els péptids dissociats es recuperaren en
la fracci6 filtrada. Els filtrats es concentraren en un SpeedVac fins a un volum final de 0.5

ml, corresponent al volum de carrega del bucle d'injeccié de 'HPLC.

8. Separacié dels péptids elui ts per cromatografia liquida d’elevada resoluci6 en

fase reversa (rp-HPLC)
En la rp-HPLC, la retencié d"un compost és deguda a fenomens d adsorcié de la

substancia a la superficie d"una fase estacionaria apolar. La fase estacionaria de la

columna esta constitui da per un gel de silici porés on han estat quimicament unides les
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cadenes carbonades C2/C18. El principi d"aquesta técnica es basa en la separacié dels
compostos en funci6 de les seves caracteristiques hidrofobiques.

El sistema usat fou 'SMART TR System de Pharmacia amb una columna mRPC
C2/C18 SC2.1/10. La columna fou equilibrada i rentada amb l'eluent A (0.1% d'acid
trifluoroacétic, TFA). L'eluent B usat fou acetonitrii 100%. La separacié dels péptids
s’aconsegueix sotmetent la columna a un gradient linial creixent d"acetonitril fins arribar al
100% de I'euent B. En el moment en que un peptid presenta la mateixa hidrofobicitat que
el gradient passa de la fase estacionaria a la fase mobil i és recuperat al sortir de la
columna. Un espectrofotdbmetre acoplat a la sortida de la columna permet la detecci6 dels
peptids per absorvancia a 217nm i la seva visualitzaci6 en forma de pic. S’injectaren a la
columna els 500n de mostra en 0.1% de TFA i comenca el gradient amb un augment de
0.5% d’acetonitril /minut. Es recuperaren 80 fraccions durant el rang de 5-45%
d’acetonitril que contenien la majoria dels péptids eluits i que foren concentrades en el

SpeedVac fins a un volum inferior als 20n.

9. Analisi dels péptids elui ts per espectrometria de masses

L'analisi de les masses de les especies moleculars obtingudes i la seva
sequenciacié es realitza mitjancant técniques d Espectrometria de Masses. L'analisi per
MALDI dels repertoris eluits de les linies endocrines transfectades es realitza en
col.laboracié amb els Drs. Peter van Veelen i Fritz Koning del Immunohaematology Blood
Bank Department del Leiden University Medical Center, Leiden, The Netherlands.
L'analisi per MALDI del repertori de DR4 en la LCL i la seqlenciaci6 i identificacié de tots
els péptids s’ha realitzat en col.laboraci6 amb la Dra. Montse Carrascal i el Dr. Joaquin

Abian del Laboratori d’espectrometria de Masses de I'lIBB-IDIBAPS, CSIC, Barcelona.

9.1. Analisi de les espécies moleculars eluides de cada linia cel.lular

La composicié peptidica de les fraccions individuals obtingudes per HPLC es va
determinar mitjangcant espectrometria de masses per MALDI-TOFF (matrix-assisted laser
desorption/ ionization time of flight). Les fraccions corresponents als eluits de les linies
transfectades amb I"al.lel DR4 van ser analitzades en un instrument LASERMAT (Thermo
Byoanalisis Hemel-Hempstead, UK) préviament calibrat amb l'ajut d'un péptid de massa
coneguda (1897.1 daltons). Un nl de cada fracci6 concentrada es barreja amb 0.5m de
matriu ( 10mg/ml d'acid a-ciano-4-hidroxi-cinnamique en una solluci6 del 50%
d"acetonitril i 0.1% de TFA) que s’analitza. Les mostres de la B-LCL s’analitzaren amb un
instrument Voyager-DETMPRO Biospectrometry Workstation calibrat amb una barreja de
péptids que contenia Angiotensina, ACTH i insulina bovina. 0.5 n de matriu (50%
d'acetonitril, 0.1% TFA en H20 milliQ) s'uniren amb 0.5 nl de mostra que es deixa

assecar sense barrejar i s'analitza.
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9.2. Seqienciacié i identificacié dels péptids

Els pics de les fraccions nimero: 53,54,63 i 64 dels péptids eluits de la linia
DR4li que corresponien a les dues seqiéncies CLIP, van ser els (nics que se
seqlenciaren per degradacid N-terminal d’Edman, mitjancant un sequenciador de
protei nes Hewlet-Packard G1000A ( Palo Alto, CA, USA).

La informaci6 de la resta de seqiiéncies peptidiques es va obtenir per
espectrometria de masses en tandem, usant un espectrometre de trampa ionica LCQ-
Finigan MAT (Thermoquest, Barcelona, Espanya) acoplat a una font nanosprai de
Protana (Protana A/S, Odense, Dinamarca). Les fraccions es van assecar i redisoldre en
una sol.lucié de 1'1% d'acid acétic en metanol/aigua 1:1. Entre 1-2 ml de cada mostra es
van carregar en el capilar nanosprai per a l‘analisi. L'espectre dels productes ionics
s obtingué per dissociacié obtinguda per colissié (CID) principalment dels péptids mono- i
di-protonats. Els precursors idnics es seleccionaren dels espectres del MALDI o buscant-
los directament en |'espectre de I'electroesprai mitjancant el mostreig d'alta resolucié en
un rang massal/carrega (m/z) limitat (mode ZoomScan). Les energies de colissio i la
resolucié de I'i6 precursor foren optimitzades per a obtenir un espectre de fragmentacio
optim. Les energies de colissié es seleccionaren entre el rang de 15% (triple-)-40%(mono-
carregats) depenent de la carrega dels ions precursors. Els ions precursors van ser ai llats
amb una finestra de 3 Da pels ions di-carregats i de 4Da pels ions monocarregats. Les
possibles seqléncies peptidiques s obtingueren mitjancant I'analisi de I'espectre de
fragmentacié de cada precursor ionic amb el software Protein Prospector (UCSF, San
francisco, CA) usant el programa MS-Tag en conjuncid6 amb les bases de dades de
protei nes NCBInr i d’ADN DbEst, seguida d'una comparacié manual dels espectres de
fragmentaci6 teorics coresponents a la sequéncia amb millor puntuacié, front a I"espectre
de fragmentacid experimental. En els casos en que no es troba cap espectre teoric
concordant es va realitzar sequenciacido de novo i la blasqueda es repeti usant el
programa MS-Edman.

L’afinitat tedrica de les diferents sequéncies obtingudes per la molécula DR4 es
calcularen amb la matriu publicada per Hammer (Hammer J i col, 1994). Per a l'analisi del
motiu d’ancoratge s’escolli l'alineament de la seqgliéncia que donava lafinitat més

elevada.
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HLA-DM com a chaperona de DR en abséncia d’li

Els resultats obtinguts amb els estudis de caracteritzacié bioquimica de les
molécules DR3 i DR4 expressades per transfeccié estable de la linia cel- lular endocrina
RINMSF (Serradell L i col., 1999) han confirmat que les MHC Il segueixen una biogenesi
semblant a la descrita en cél- lules B i altres tipus cel- lulars.

Les cel.lules cotransfectades amb DR i HLA-DM en abseéncia d’li, expressen una
majoria de complexes a la superficie amb conformacié estable, tot i que la proporcié és
menor que la detectada en les cel.lules que expressen ambdues chaperones. Aquest
resultat va generar una série de preguntes que son les que s’han abordat en aquest
capitol:

Quines so6n les diferéncies en la localitzacid subcel.lular dels dimers DR4 en

presencia o abséncia d’li i HLA-DM?

En quin compartiment subcel.lular es colocalitzen MHC 1l i HLA DM, en abséncia

d'li?

Exerceix HLA-DM algun rol en la maduracié de HLA-DR en absencia de la li?

1. L’expressio de la cadena invariant facilita I'arribada de DR a la superficie

cel.lular.

El nivell d’expressié de les molécules transfectades en les vuit linies cel.lulars es va
analitzar per citometria de flux amb AcMo especifics. A la Figura 13A es mostren els
histogrames de les quatre linies DR4. A la figura 13B, la quantificacié de I'expressio de

cada moléecula com la mitja de la intensitat de fluorescéncia de la poblacié positiva (MFI).

A E- : |
= ] DR4 ] DRA4li DR4IiDM
&1 4
i i
g2 1
883! 1
=1 ]
L E
4 -
=)= 3
0% 1o’ 0 10® 0t 10
FL1-H FL1-Height FL1-Height FL 1-Height
B (MFI1) DR4 li HLA-DM
DR4 218 - -
DRl 450 94 -
DR4DM 183 - 61
DR4IiDM 325 7 41
Figura 13 Expressi6 de les molecules transfectades DR4, li i HLA-DM en les quatre linies endocrines. (A)

Analisi per citometria de flux de I'expressié de DR4 (linia negre), d’li (linia gris clar) i d’HLA-DM (linia gris fosc). La
tincié amb I'anti-DR (L243) és de la superficie cel.lular. Les tincions corresponents a li (VIC-Y1) i HLA-DM (5C1)

son citoplasmatiques. A la taula (C) es mostra la intensitat mitja d’expressié de cada molécula en cada cel.lula
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D’'acord amb els resultats previs (Serradell L i col, 1999) I'analisi confirma que:
Els dimers DR4 es detectaven a la superficie cel.lular de les quatre cel.lules
neuroendocrines transfectades
L'expressio més alta de DR4 es trobava a la superficie de les cél.lules que
expressaven la cadena invariant (li): DR4li (MFI=450) i DR4liDM (MFI= 325). En
les cel.lules Ii", I'expressi6 de DR4 en membrana era més baixa i la disminucio
era més evident amb la coexpressié de DM: DR4 (MFI= 218), DR4DM (MFI= 183)
El nivell d'expressié de I'li citoplasmatica era semblant en les dues linies positives
DRA4Ii(MFI=94), DR4IIDM (MFI=77)
L'expressi6 d’HLA-DM en la linia DR4DM (MFI=61) era superior a I'observada en
la linia DR4IIDM (MFI=41)

Les ceél.lules transfectades amb I'al.lel DR3 presentaven el mateix patré d’expressio
que les transfectants DR4 homologues (Serradell L i col., 1999).

Les dades indicaven que I'expressié en superficie de DR era més elevada en les
cel- lules que expressaven li. Com que totes les cél.lules havien estat seleccionades en
base al nivell de DR de membrana, s’havia de descartar que les difereéncies d’expressio
fossin consequencia d’un major nivell de transcripcid de DR. Es van determinar els nivells
de transcripci6 de DRa en les diferents transfectants per northern blot del RNA total de
cada linia cel.lular amb una sonda especifica marcada amb P¥. La quantificacio es
realitza mesurant la radioactivitat incorporada en un Phosphoimager. El nivell de mRNA
de DRa es va normalitzar respecte el nivell de b-actina detectat en cada linia. Els resultats
amb els valors de la densitometria es mostren a la Figura 14.

Les céllules transfectades Unicament amb DR4 presentaven el nivell de

transcripcié de DRa més elevat (ratio DRa/b-actina: 3.7).

En les cél.lules DR4DM i DRA4li, el nivell de transcripci6 de DRa era semblant

(ratio DRa/b-actina: 2.1)

Les cél.lules DR4liDM expressaven DRa en menor proporcié que qualsevol de

les altres cél.lules (ratio DRa/b-actina: 1.1)

RINM5F DR4 DR4I| DR4DM  DR4IDM
103 1 10 3 110 3 1 10 3 1 10 3 1 dilucio

W= W @ |
- . - .. -“E b-actina

10 3 1 10 3 1 10 3 1 _10 3 1 Relacié
3.7 21 2.1 1.1  DRa/b-actina
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Figura 14 Quantificacié de la transcripci6 de DRa en les diferents ceél.lules transfectades.
Northerns blots de mostres de 10, 3 i 1 ng del RNA total obtingut de cada linia cel.lular amb les
sondes especifiques pels mRNAs de DRa i b-actina marcades amb P*. Els nivells d’expressio del
mRNA de DRa (histograma negre) es van mesurar en un Phospholmager i es van normalitzar amb
els nivells de mRNA de b -actina corresponents (histograma ratllat). A la figura es mostra la relacio

DRa /b -actina de les tres dil.lucions.

Per tant, el nivell de transcripci6 de DRa no era responsable de les diferéncies
d’'expressié de DR a la superficie de les diferents transfectants, suggerint que I'expressio

d’li afavoria la sortida a superficie de les molécules DR.

2. La coexpressié d’'HLA-DM, augmenta la localitzacié de DR en els compartiments

de la via endocitica

Es va procedir a l'estudi de la localitzaci6 de DR4, li i DM mitjancant tecniques
d'immunofluorescéncia i de microscopia confocal i s’analitzaren els patrons de marcatge
obtinguts en cada una de les linies. A la Figura 15 es mostren imatges representatives
dels resultats obtinguts amb les cél.lules transfectades amb I'al.lel DR4. Al panell A hi ha
les tincions obtingudes amb I'AcMo L243 especific per dimers DRab. Al panell B es
mostren les imatges de les tincions realitzades amb I'Ac VIC-Y1 especific d’'un epitop N-
terminal de la cadena invariant i les obtingudes amb I'Ac 5C1 que reconeix HLA-DMa.
S'usaren sondes especifiques per localizar els diferents compartiments subcel.lulars
implicats en la via biosintetica de les MHC II, les imatges de les quals es mostren en el
panell C. Per a determinar la localitzaci6 i la morfologia de 'ER s'usa la rodamina R648
que s'acumula preferentment en la bicapa lipidica de 'ER. La sonda N-1154, amb
tropisme per les membranes de I'Aparell de Golgi (GA) fou utilitzada per marcar aquest
compartiment i I'Ac policlonal anti-lamp-1 huma s'usa per a marcar els endosomes
tardans i lisosomes de la linia RINm5F. Els resultats mostraven que:

L'expressié de DR4 era més evident en les cél.lules Ii*, en les que s’acumulava
principalment a la superficie cel.lular (figura 15A).

Les cellules DR4Ii (figura 15A) presentaven un marcatge per DR4 perinuclear
amb un patré6 de marcatge semblant al del GA (figura 15C)

El marcatge perinuclear per DR4 de les cellules DRA4IiDM (figura 15A)
presentava un patré més extens, semblant a I'observat amb el marcador de
compartiments endocitics tardans lamp-1 (figura 15C)

Les cellules DR4, presentaven un patré de tincié citoplasmatica per DR difés
(figura 15A), semblant al marcatge obtingut per la sonda de I'ER (figura 15C),
encara que també s’observava retencié al GA (veure Figura 16)

En les cél.lules DR4DM, DR4 es trobava acumulat en vesicules del citoplasma

perinuclear (figura 15 A)
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La li es localitzava majoritariament en vesicules del citoplasma més periféeric tant
en abséncia com en presencia d'HLA-DM (céllules DRA4li i DR4IiDM,
respectivament) (Figura 15B)

HLA-DM presentava una tincié6 perinuclear molt semblant a [l'obtingut pel
marcador lamp-1 en les cél.lules DR4DM i DR4IiDM (figura 15B)

DRA4IiDM

DRA4IiDM DR4IiDM

Reticle endoplasmatic Aparell de Golgi Endo-lisosomes

Figura 15. Localitzacié de DR4, li i HLA-DM en les quatre cél.lules neuroendocrines per immunofluorescéncia
analitzada per microscopia confocal. Al panell A) hi ha les imatges corresponents a la tincié indirecte de DR4 amb
I’AcMo L243 en les cel.lules DR4, DR4li, DR4DM i DR4IiDM, seguit d'un GaM-FITC. Al panell B) es mostren les
tincions indirectes obtingudes amb I'anticos anti-li: VIC-Y1 en les cél.lules DR4li i DR4IIDM i amb I’AcMo anti-DMa;
5C1 enles cél.lules DR4DM i DR4IIDM. El darrer panel (C), mostra els patrons de fluorescéncia obtinguts mitjangant
les sondes: R-648, éster de rodamina d’ acumulacio preferent en I'ER, N-1154 ceramida d’acumulacio selectiva en

'AG i TGN; i amb I'Ac policlonal anti-lamp-1 que reconeix la proteina transmembrana lamp-1 marcador dels

compartiments més tardans de la via endocitica

58




HLA-DM com a chaperona de DR en abséncia d’li

La localitzacié de DR, li i DM en les cél.lules transfectades amb l'al.lel DR3 era

igual a 'observada en les transfectants homologues de I'al.lel DR4.

La preséncia de complexes DR-péptid estables a la superficie de les cél- lules DRDM
(Serradell L i col, 1999), indicava que tot i I'abséncia d'li, es produi a una interaccio
funcional entre DR i HLA-DM en algun punt de la via biosintética, que permetia que els
dimers DR s'unissin a lligands estables. Amb la intencié de determinar on es produi a la
colocalitzacié entre DR i DM, es van realitzar co-tincions citoplasmatiques per ambdues
molécules que s’analitzaren per microscopia confocal. A la Figura 16 es mostra les
imatges obtingudes en les cél- lules DR3, DR3DM i DR3IiDM.

En les céllules DR3, la majoria de molécules DR detectades es trobaven
acumuldes en un compartiment perinuclear de morfologia semblant al GA (figura
15C).

En les céllules que expressaven DM o ambdues chaperones s’observava un
patré vesicular extés pel citoplasma semblant al marcatge de lamp-1 (figura 15C).
La colocalitzacié de DM i DR s'observava tant en el GA com en la via endocitica
d'ambues cél.lules, confirmant que I'expressié de DM permetia I'acumulacié d’'un

major nombre de dimers DR4 en la via endocitica.

DR3 ) DR3DM DR3IiDM

Figura 16 L’expressio de DM permet la colocaltzaci6 de DR3 i DM en les vesicules de la via
endocitica. Immunofluorescéencia analitzada per microscopia confocal dels marcatges per DR3

(vermell) i DMa (verd) en les linies cel.lulars DR3, DR3DM i DR3IiDM.

3. L'expressio d'lii la d’HLA-DM faciliten la maduracio de DR des de 'ER, pero amb

eficiéncies diferents

L'expressio de DM, en abséncia d’li permetia una major deteccié de DR en la via
endocitica. Dues possibilitats explicarien aquest augment de DR citoplasmatic (i) les
molécules DR podrien ser secretades per defecte cap a la superficie cel.lular i

posteriorment ser internalitzades i retingudes durant més temps en la via endocitica, per
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'acci6 de DM; i alternativament (ii) en les cél.lules DRDM, les molécules DR recent
sintetitzades en I'ER podien ser estabilitzades per DM i guiades cap a la via endocitica de
manera analoga al efecte de DM sobre HLA-DO. Per determinar si I'expressié de DM
facilitava la sortida de DR de I'ER es va estudiar la cinética de maduracié de DR en les
tres cél.lules: DR, DRDM, DRIIDM. Es van marcar metabolicament les cél- lules amb S*
durant un pols de 30 minuts i després de 1.5 h, 3 h, i 5h en cultiu lliure de marcatge, es va
immunoprecipitar DR amb [I'Ac policlonal B.8.11.2. La meitat de cada mostra
immunoprecipitada es digeri amb Endoglicosidasa H (Endo H). La cadena HLA-DRa,
presenta 2 llocs de N-glicosilacié perd durant la maduracié en el GA només un dels dos
N-glicans rics en manosa es converteix a una forma més complexa resistent a l'acci6é de
'Endo H, mentre que l'altre es manté sensible a I'enzim (Shackelford DA i col, 1981).
Aquesta caracteristica permet detectar els dimers DR que han passat pel GA perque
presenten la cadena DRa parcialment resistent a la digestié per Endo H, mentre que els
dimers que es troben en 'ER presenten les cadenes a totalment sensibles a la digestié.
A la Figura 17 es mostren els resultats obtinguts de les diferents mostres del panell DR3
immunoprecipitades en cada temps, tractades o no amb Endo H. La quantificacié de les
bandes corresponents a la cadena a es va realitzar per densitometria i I"analisi de la
maduracid s'obtingué calculant la relacié entre la banda de DRa parcialment resistent a la
digestid sobre el total de DRa expressat en cada linia (DRaO parcialment resistent a Endo

H /DRa [parcialment resistent a Endo H + DR a sensible a Endo H).

1.5h 3h 5h

Endo H - +

+ -+ -

1 & « DR (33%)
30kDaa 3 - —a parcialment resistent
' - .. —a sensible

— . & DRDM (50%)
30 kDa a . .
- —a parcialment resistent
' - 'z—a sensible
- - # DRIIDM (75%)

'—a parcialment resistent
Figura 17 L’expressio de DM facilita una sortida de DR més eficient des de I'ER. Les cel.lules

—a sensible

transfectades de I'al.lel DR3 s’incubaren durant 30min amb S* i es mantingueren en cultiu durant
1.5, 3 i 5 hores. Les molecules DR es van immunoprecipitar, es tractaren amb Endo H i
s'analitzaren en un gel de poliacrilamida al 12%. La densitat de les bandes relevants s’analitza per
densitometria. A la figura es mostre el percentatge de DRa resisitent a I'Endo H en cada linia

després de 5h de cultiu.
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HLA-DM com a chaperona de DR en abséncia d’li

Els resultats demostraven que:
Una proporcié de les cadenes DRa immunoprecipitades de les tres cél.lules es
mantenia sensible a la digesti6 amb EndoH, 5h després de la seva sintesi.
En les cél.lules DR3, dos tercos de les cadenes a sintetitzades de novo, es
mantenien sensibles a I'EndoH, i per tant localitzades en I'ER, 5h després de la
seva sintesis. Només un ter¢ dels dimers sintetitzats eren parcialment resistents
a I'Endo H.
Amb la coexpressi6 de DM (cellules DR3DM), el 50% dels dimers detectats
havien passat pel GA després de 5h de cultiu i eren parcialment resistents a
'enzim.
Finalment, en la linia DR3IIDM es detectava una proporcié important de dimers
madurs en només 1.5 h de cultiu que assolia el 75% dels dimers de nova sintesi
després de 5h.

Aquests resultats demostraven que la coexpressio d° HLA-DM en abséncia de la
cadena invariant, afavoria la maduracié dels dimers DR i la seva sortida de I'ER, encara

gue amb una eficiencia menor que I'aconseguida en preséncia de la cadena invariant.
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HLA-DM com a chaperona de DR en abséncia d’li

Els resultats obtinguts en aquest analisi de les cél.lules endocrines que expressen DR
en presencia o abséncia de les dues chaperones associades a la via de presentacid per
MHC Il confirmen els rols préviament descrits per li i HLA-DM, en cél.lules presentadores
d’antigen professionals com les cél.lules B.

L'expressi6 de DR en abséncia de les chaperones Ili i DM, permet la seva
deteccié a la superficie de les cel.lules endocrines perdo majoritariament resulta en una
retenci6 de les molécules recent sintetitzades en I'ER/GA. Aquestes cadenes
possiblement es troben acomplexades amb chaperones d’aquestes localitats i retingudes
per mecanismes de control de qualitat de 'ER. Altres estudis han demostrat que les
molécules de classe Il expressades en abséncia d’li, formen homoagregats que queden
retinguts en un compartiment intermig entre I' ER i 'AG, units a chaperones com la BIP, la
grp94 i la p72 (Bonnerot C i col, 1994; Schaiff WT i col, 1992).

La coexpressid d'li indueix un augment de DR a la superficie cel.lular,
independentment de la preséncia de DM. Les dues transfectants li*, presenten un nivell
de transcripci6 de DRa Omés baix o igual que les ¢ él.lules Ii', i en canvi, la preséncia de
DR a la superficie cellular és més elevada en les primeres linies. Per tant, aquests
resultants confirmen que en les ceél.lules epitelials I'expressié d'li facilita la sortida de DR
de 'ER i n"augmenta la localitzacio6 a la superficie cel.lular.

Quan es produeix la coexpressié d’li i DM, es segueix observant I'efecte d'li com
a chaperona que facilita i accelera l'arribada dels dimers DR a la superficie cel.lular. En
les cél.lules DRIIDM és produeix una expressio elevada de DR a la membrana cel.lular tot
i que son les linies que presenten un nivell menor de transcripcié per DRa. En les cél.lules
DRIIDM també s’observa una acumulacié de DR en vesicules citoplasmatiques que no es
trobava en abséncia de DM. .

Els resultats més inesperats foren els obtinguts en les cél.lules DRDM. L’abséncia
d’li dificulta el plegament i la sortida dels dimers DR de I'ER, indui nt 'acumulacié dels
productes amb conformacié inestable. Els pocs complexes que escapen de I'ER en
aquestes cel.lules, es localitzen a la membrana cel.lular i presenten conformacio inestable
(Serradell L i col, 1999). ElI mateix s'esperaria en les cellules DRDM, on poques
molecules sortirien de I'ER en abséncia de la cadena invariant. Resultats previs ja
mostraven que la situacié en les céllules DRDM no era tant radical com en les
transfectants DR ja que la dels complexes DR-péptid a la superficie de les primeres eren
estables (Serradell L i col, 1999). En les cél.lules DRDM la transcripcio de DR era igual a
la detectada en les cél.lules DRIi perd menor que la detectada en les cél.lules DR. Tot i
aixi, I'expressié a superficie de DR era igual en les cél.lules DR i DRDM indicant que en
presencia de DM una major proporcié dels dimers de nova sintesis arriben a la superficie
encara que l'eficiencia no és comparable a l'assolida amb I'expressié d’li. L'augment de
DR en la via endocitica de les cél.lules DM" indica que I'expressié de DM en abséncia d'li

permet que una major quantitat de dimers DR es localitzin fora de I'ER .
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Dues possibilitats podrien explicar aquest efecte. D’'una banda i tal com mostra la
colocalitzacié d’ambdues molécules en les vesicules citoplasmatiques, la interaccié de
DR i DM en la via endocitica déna lloc a la formacié de complexes DR-péptids estables i
aquests tenen una vida mitja més llarga que els complexes inestables (Kropshofer H i col,
1997). L'augment de la vida mitja dels complexes formats permetria la deteccié d'una
guantitat major de molecules DR fora de 'ER. D'altra banda, els resultats obtinguts amb
la cinetica de maduraci6é dels dimers DR, demostren que I'expressié de DM en abséncia
d’li, afavoreix la maduracié de DR, suggerint que HLA-DM en abséncia d'li pot actuar com
a chaperona de les MHC Il afavorint la seva sortida de I'ER. Segurament, ambdos
processos descrits s6n en part, responsables de 'augment de DR detectat fora de 'ER en
les cél.lules DRDM. El mecanisme a través del qual DM facilita la maduraci6 de DR
durant el pas de I'ER al GA no esta descrit, pero la capacitat de DM per estabilitzar i guiar
els dimers DO en aquest nivell de la biosintesi (Liliedahl M i col, 1996) suggereix que la
intervenci6 de DM en la maduraci6 de DR podria ser analoga. DM podria interaccionar
directament amb els dimers DR recent sintetitzats, estabilitzant-ne la seva conformacio al
pH fisiologic de I'ER i guiant la seva arribada als endosomes. La interacci6 directa de DR i
DM a pH 7 no s’ha pogut demostrar en experiments de coimmunoprecipitacié (Sanderson
F i col, 1996; Ulrich HJ i col, 1997), segurament per la sensibilitat de les interaccions
hidrofdbiques establertes a I' accié dels detergents usats per la solubilitzacido de les
molécules transmembrana. Perd hi ha altres evidéncies indirectes que recolzen la
interaccié6 d’ambdds molécules a aquest pH. La capacitat de DM per editar els péptids
que s’associen a MHC Il a la membrana cel.lular de cél.lules dendritiques i de cél.lules B
(Santambrogio i col, 1999; Arndt SO i col, 2000) suggereix la interaccié directa
d’ambdues molécules en aquesta localitzacié cel.lular i per tant, a pH fisiologic. A més la
interaccié funcional de les MHC Il i DM també s’ha descrit en els EE en els quals el pH
del lumen és quasi neutre (Pinet V i col., 1998; Pathak SS i col., 2001).

El paper de DM com a chaperona de DR en abséncia d’li no és tant eficient com
el desenvolupat per li en aquest mateix pas, i segurament, part dels dimers DR recent
sintetitzats en les cel.lules DRDM, segueixen la via secretora per defecte cap a la
superficie cel.lular, igual que s’observa en les cellules DR, des don poden ser
reinternalitzats fins a la via endocitica mitjangant un motiu codificat en la regié
citoplasmatica de DRb (Pinet V i col., 1998), on entrarien en contacte amb DM.

En conjunt, els resultats obtinguts amb les ceél.lules RINm5F transfectades
confirmen els rols préviament descrits per li i DM en altres tipus cel.lulars, en el context
d'una cél.lula endocrina, i confirmen el model experimental generat sobre la linia RINm5F
com un bon model de cél.lules endocrines MHC II" amb capacitat d’unir péptids estables.
A més, demostren que en absencia d’li, I'expressi6 de DM afavoreix la maduracié dels
dimers DR i permet la seva localitzacié en vesicules del citoplasma i I'adquisicié de

péptids estables en part dels complexes MHC |l presentats a la superficie.
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