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Figura 47. Comparacio de la distribucié de DR4 en una linia B limfoblastoid i en la cél.lula
DR4IiDM. A I'histograma (A) es mostra la densitat de DR4 en cada compartiment de les dues

cél.lules estudiades. (B) A I'histograma hi ha representat el marcatge de DR4 acumulat en cada

localitat. A la taula es mostra en valor absoluts, les particules d’or associades a DR4 endocitic,

recomptades en els 20 perfils de cada tipus cel.lular.

L’analisi indicava que :

1.

El nombre de particules d’'or associades a DR4 en la via endocitica de la LCL
(232) era semblant al nombre de particules detectades en DR4IiDM (262).

La linia B limfoblastoid presentava una densitat de DR4 significativament
superior a la detectada en la linia neuroendocrina en els compartiments EE, Mvb i
Mib.

La densitat de DR4 en els lisosomes de la linia B limfoblastoid no diferia de
I'observada en les cél- lules DR4IIDM

En la LCL, DR4 s’acumulava de manera similar entre els endosomes primerencs
(27%) i els dos compartiments MIIC: Mvbs (37%) i Mlbs (31%), mentre que es
trobava practicament absent dels lisosomes.

En les cel- lules neuroendocrines, el major percentatge de DR4 es localitzava en

els Mvbs (52%) seguit dels Mlbs (23%) i dels endosomes primerencs (15%).
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En la cél- lula B la densitat de DR4 en cada compartiment (amb I'excepcié dels
lisosomes) era superior a la de les cél- lules epitelials, suggerint diferéncies especifiques
de tipus cel- lular, en la capacitat de cada compartiment per contenir una major 0 menor
densitat de les molécules estudiades. La LCL presentava una distribucié forca homogénia
de DR4 entre els EE els Mvbs i els Mlbs, mentre que en la linia DR4lIiDM el DR4
s’acumulava principalment en els compartiments Mvbs, seguits dels MIlbs i en menor

quantitat en els EE.
4. La distribucié d’li és diferent en els dos tipus cel- lulars estudiats

La localitzaci6 de la cadena invariant en la LCL es va realitzar per marcatge
sequencial amb I'Ac lcc5, anti-li i 'Ac anti-DRa. A la figura 48 es mostra una imatge
representativa del marcatge obtingut. Tal com s’havia observat préviament en les cél- lules
transfectades (veure fig 26, capitol 2), el marcatge per la cadena invariant es localitzava
majoritariament a 'ER, a I'AG i als compartiments EE i Mvbs de la via endocitica. La

presencia d'li nativa també es detectava en la superficie de les LCLs .

pm

. Mb

Mvb : -

Figura 48. Colocalitzacié d'li i DR4 en les B-LCL. El marcatge es va fer per immunodeteccio
sequencial, amb Ac policlonals especifics per li nadiva (lcc5) i DRa i s’analitza per microscopia
electronica. A la imatge superior es visualitza DR4 a la membrana cel.lular (pm) i la li acumulada I'RE
perinuclear. A la imatge inferior es mostra la colocalitzacié de DR4 i li als Mvb, mentre que li es troba
absent dels Mib i L.
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La quantificaci6 del marcatge associat a la cadena invariant nativa de la LCL es

mostra a la figura 49, amb la comparacié de la quantificacié realitzada en les cél- lules

DRA4IiDM. Els resultats obtinguts indicaven que:

1. La quantitat absoluta d’li nativa era major en les cél- lules B (566 particules d’or)
que en les cel- lules neuroendocrines (210).

2. La densitat d'li era superior a la superficie de les cél.lules DR4liDM que en les
LCL.

3. La densitat d'li en els endosomes primerencs de la LCL (d gg = 1.6) era semblant
a la detectada en la linia transfectada (d gg = 1.4).

4. Contrariament, la densitat d'li en els compartiments Mvbs era significativament
més elevada en les cél- lules B (duw, = 2.7) que en la linia DR4IIDM (duw = 1.2, p
mvb=0.04, test t de Student).

5. En la LCL es detectava li nativa en els Mib (dwp =1.5), mentre que en DR4IiDM
no s'observa presencia d'li nativa en aquests compartiments .

A Densitat d’liicompartiment Percentatge d'li
R 460 — [] pm
EDpr4ibM [GPJ
[ Ee
4 40 | — ] Mwb
L N _
[ Mib
2 20 mL
|
pm EE  Mw M DRA4IIDM GPJ
C
DRA4IiDM GPJ
pm 81 54
EE 55 118
Mvb 74 317
Mb ----- 71
L T 6
Total 210 566

Figura 49. Comparaci6é de la densitat i la distribucié d’li en les dues linies analitzades. (A)

Els histogrames mostren la densitat de DR4 en cada compartiment. S’assenyalen (*) les

diferéncies significatives segons el test T de student amb p<0.01. (B) Al segon histograma es

representa la proporcio d’'liacumulada en cada localitat cel.lular i a la taula (C) hi ha el nUmero de

particules d’or associades a li en els compartiments de les dues cél.lules.

123




Presentacio d'antigen per MHC Il en les cél- lules endocrines DR4IIDM i les B LCL

A lanalitzar el percentatge d’li acumulat en cada categoria de compartiment
endocitic, es mostrava que:

1. En la LCL, només un 8% del total d’li nativa es localitzava a la superficie cel- lular,
mentre que el percentatge d'li detectat a la superficie de a cél- lula
neuroendocrina era del 35%

2. En els compartiments Mvbs de la cél- lula B, s'acumulava el 56% d'li nativa,
mentre que en la cél- lula DR4liDM només el 35% de I'li quantificada s’acumulava
en els Mvbs.

3. El 4% de I'li nativa s’acumulava en els compartiments Mlbs de la LCL mentre que
no . es va detectar marcatge per li nativa en els Mlbs de la linia endocrina.

En les cél- lules endocrines transfectades un ter¢ de la li nativa es detectava a la
superficie cel- lular i en els compartiments EE i Mvb de la via endocitica mentre que es
trobava absent en Mlbs i L. En les LCL, la maxima proporcié i densitat d’li nativa
s'acumulava en els Mvbs seguits dels EE i Mlbs mentre que només un 8% d’aquesta

chaperona es trobava a la superficie cel- lular

5. Lalocalitzacio i la distribucié d’"HLA-DM és diferent en les LCL i en la linia
DR4IiDM

La localitzaci6 d’'HLA-DM es va estudiar per marcacié seqiiencial de seccions
cel- lulars de les LCLs amb I'’AcMo 5C1, anti-DMa, seguit de I'Ac anti-DRa. A la figura 50
es mostra una imatge representativa del marcatge en les cél- lules B. El marcatge per DM
s’acumulava en els compartiments de la via endocitica: Mvbs i Mlbs. Contrariament a lo
observat en les cél- lules endocrines, HLA-DM es localitzava en la membrana periférica

dels Mvbs de les LCL, i no es detectava en les membranes de les vesicules internes.
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