RESULTATS I
La via endocitica de la cél.lula endocrina es reorganitza en funcié de
I'expressio de DR4, li i HLA-DM




Influeéncia de MHC Il, li i DM en I'organitzacio de la via endocitica de RINm5F

Durant els darrers 15 anys s’han fet molts esforcos per ai llar el compartiment
especialitzat de les APCs on es produeix la maduracié de les MHC Il i la uni6 al péptid
antigénic. Mitjancant la immunodeteccié per microscopia electronica i diferents técniques
de fraccionament subcel.lular s’identificaren en LCLs unes vesicules electrodenses que
contenien la majoria de les MHC II. Aquests compartiments eren diferents dels lisosomes
i contenien abundants membranes internes organitzades en vesicules internes
(compartiments multivesiculars, Mvb) o bé organitzades concentricament (compartiments
multilaminars, MIb) (Neefjes JJ i col., 1990). L'absencia del receptor de la transferrina i la
preséncia de diversos marcadors lisosomals (CD63, b-hexosaminidassa, lamp-1) van
permetre classificar aquests compartiments com endosomes tardans i lisosomes,
anomenant-los col.- lectivament MIIC (MHC Il containing compartments) (Pieters J i col.,
1991). Estructures endocitiques semblants, anomenades MIIC-like, es van descriure a
continuacié en altres APCs com les cél- lules dendritiques (Arkema JM i col., 1991) i
macrofags murins activats (Harding CV, 1995b). El cofraccionament dels Mvbs i els Mlbs
amb les técniques disponibles ha fet dificil discernir els esdeveniments bioquimics que es
dénen en cada compartiment per separat. L'interrupcid de la degradacié de la cadena
invariant mitjangant el tractament de les APCs amb inhibidors de proteases permet
detectar els intermediaris de la degradacié6 d'li en els compartiments multivesiculars
(Amigorena S i col., 1995) mentre que HLA-DM es troba present en Mvbs i Mlbs (Denzin
LK i col., 1995). Paral- lelament s’identifica un segon grup de compartiments especialitzats
en el processament antigenic en la linia A20 de limfoma B muri. A diferéncia dels MIIC,
aquestes vesicules co-sedimentaven amb el receptor de la transferrina i
independentmentde I'hexosaminidasa, i s’anomenaren vesicules CIIV (class Il vesicles)
(Amigorena S i col., 1994).

En el primer treball sobre la maduracié de les MHC Il en céllules B no
transformades, Castellino i col.aboradors realitzaren un estudi amb esplendcits B ai llats
de ratolins CBA/J que havien processat I'antigen HEL. Mitjancant un Ac especific pels
complexes MHC II-HEL (Sk-HELgg.g5) demostraren que les molécules de MHC Il s'unien la
péptid antigénic al llarg de tota la via endocitica, tot i que la majoria de complexes es
formaven en compartiments densos semblants als lisosomes (Castellino F i col.,, 1995).
Més recentment s’ha descrit en cel- lules B i en cel- lules dendritiques, que la captacio
d’'antigen o altres estimuls activadors indueixen canvis dinamics en la via endocitica, per
facilitar la presentacié dels antigens captats (Pierre P i col., 1997; Kleijjmeer M i col.,
2001; Siemasko K i Clark MR, 2001; Lankar D i col., 2002).

Tot i que en els MIIC és on majoritariament es déna la unié de les MHC Il de
nova sintesi als péptids antigenics, també s’han descrit alguns péptids que s'uneixen a
MHC 1l en els endosomes primerencs, involucrant molécules MHC Il internalitzades de la
superficie cel- lular (Gromme M i col., 1999).

Els Mvbs es formen per invaginacions de la membrana periférica dels endosomes

primerencs, que internalitzen material citoplasmatic i formen les vesicules internes.
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Aquests compartiments poden fusionar-se directament amb la membrana cel- lular
provocant l'alliberament de les vesicules internes, que s’anomenen exosomes (Raposo G
i col., 1996); o poden fer arribar el seu contingut fins a la superficie, mitjan¢ant la formacio
de vesicules de transport retrograd (Kleijmeer M i col., 2001). In vitro, també s’ha descrit
la seva capacitat per fusionar-se amb granuls de secrecié regulada i amb els Mibs i
lisosomes, perd no entre ells mateixos ni amb endosomes primerencs (Aniento F i col.,
1993; Gruenberg i Howell, 1989). Les observacions indiquen que els Mvbs sbén
compartiments transitoris de transport, intermediaris obligatoris entre els endosomes
primerencs i els lisosomes. Els MIbs s6n compartiments més tardans que presenten un
ambient lumenal altament acidic amb una pressié proteolitica elevada. No es coneix si la
generacié dels Mlbs es déna per maduracié dels Mvbs o si la seva biogénesi és
independent dels MIICs primerencs, perd0 determinades activitats proteolitiques que
s’adquireixen progressivament amb la maduracié dels compartiments endosomals només
es troben en aquests compartiments (Garin J i col., 2001). Calafat i col.- laboradors
demostraren que els MIIC en cel- lules B necessiten I'aport continu de protei na de nova
sintesi, ja que quan les cél- lules es tracten amb cicloheximida a diferents temps, el
nombre de MIICs disminueix. A més, I'expressié per transfeccid6 de MHC Il pot induir
I'aparici6 de MIICs tant mutivesiculars com multilaminars en la linia 293, derivada de
ronyé i no especialitzada en la presentacié d'antigen, suggerint que les MHC Il podrien
induir la formacio d’aquests compartiments (Calafat J i col., 1994).

En aquesta part del treball s’ha analitzat la influéncia de I'expressié de MHC I, li i
HLA-DM sobre I'organitzacié de la via endocitica de la linia RINm5F i sobre la localitzacié
subcel.lular de les MHC II, amb l'objectiu d'identificar els compartiments subcel.lulars
involucrats en el processament antigénic per MHC 1l en cél- lules epitelials endocrines, i

estudiar la influéncia d’aquestes molécules sobre la seva biogénesi.
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1. Definici6 de la via endocitica de la linia RINm5F

Els compartiments endocitics involucrats en el processament antigénic per MHC
Il es van identificar al microscopi electronic de transmissié en crioseccions fixades de les
cél- lules DR4IiDM, marcades amb un anticds policlonal anti-DRa. El patré6 de marcatge
obtingut es va comparar amb I'obtingut en dues APCs amb expressié constitutiva de MHC
[I: una linia B-LCL i cél- lules dendritiques immadures. En les tres linies cel- lulars, la
presencia de MHC Il es detectava en el reticle endoplasmatic (ER), en I'aparell de Golgi
(GA) i en les vesicules que conformen la xarxa del trans-golgi (TGN). Tant les cél- lules
endocrines com la B-LCL presentaven la major part del marcatge per DR4 acumulat a la
superficie cel- lular i també es detectava en un conjunt d’organeles internes de densitat
variable al pas dels electrons. En canvi, en la cél- lula dendritica immadura el marcatge de
DR4 es trobava absent de la superficie cel- lular i es distribui a principalment en els
compartiments interns de morfologia endocitica. Tal com es mostra a la figura 18, el
marcatge per DRa permeté la identificacié de set compartiments diferents en la cél- lula
endocrina i en la B-LCL.

Vesicules de tipus 1: de morfologia esférica, recobertes o no de clatrina, amb

limen poc dens als electrons. Localitzades en la periféria del citoplasma,
properes a la superficie cel- lular.

Vesicules de tipus 2: de morfologia irregular amb diametre entre 200-400 nm.

Presenten un lumen poc dens als electrons, en el que es poden observar entre 1-
3 vesicules internes.

Vesicules de tipus 3 (multivesiculars): de morfologia ovoide amb diametre entre

200-400 nm i de lumen mitjanament electrodens. Estan plenes de vesicules
internes amb I'excepcié d'una o dues arees poc denses als electrons.

Vesicules de tipus 4 (multivesiculars): ovoides, de 200-400nm de diametre i amb

densitat mitjana als electrons. Completament plenes de vesicules internes.

Vesicules de tipus 5 (multilaminars): esferiques, amb lumen d’elevada densitat als

electrons i plenes de membranes internes desorganitzades.

Vesicules de tipus 6 (multilaminars): esferiques, amb lumen mitjanament dens als

electrons i plenes de membranes internes organitzades en anells concéntrics.

Vesicules de tipus 7: de morfologia irregular amb un lumen altament electrodens i

sense membranes internes.
En les cel- lules dendritiques immadures es detectaren compartiments endocitics de tipus
1 i 2. No s'observaren compartiments multivesiculars de tipus 3 i 4 perd si uns
compartiments de morfologia esférica (Tipus 4 DC), molt rics en marcatge intern per
classe I, que permetia suggerir la preséncia de membranes internes. També es detecta
DR4 en uns compartiments multilaminars de tipus 6 perd amb membranes internes

paral- leles transversals enlloc de concéntriques.
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Figura 18 Identificacié i comparacio dels diferents tipus de compartimens endocitics en la linia
epitelial RINm5F, en una linia B limfoblastoid (LCL) i en una cel.lula dendritica inmadura (DC).
Es mostra un compartiment de cada tipus identificat en les tres linies cel.lulars. Tipus 1 marcatge amhb
DR™, Tipus 2 marcatge amb DR i BSA®, Tipus 3: marcatge amb DR 1i*>, Tipus 4, 5, 6 i 7 marcatge
amb BSA®, DR™i DM™
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