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La quantificació del marcatge per DMα es va realitzar seguint el mateix protocol 

descrit en els apartats anteriors i es mostra a la figura 51, amb els histogrames 

comparatius de la cèl· lula DR4IiDM. Els resultats indicaven que: 

1. El marcatge per HLA-DM era quantitativament superior en la línia DR4IiDM (583 

partícules d’or) que en les cèl· lules B (260 partícules d’or) 

2. L’anàlisi de densitats només mostrava diferències significatives a nivell dels 

compartiments Mlbs, on la cèl· lula neuroendocrina (d= 11.5) presentava una 

densitat de DM molt superior a la de la LCL (d=1.4) (p= 0.004, test T de Student). 

3. En les dues cèl· lules la major acumulació d’HLA-DM es donava en els Mvbs (51% 

i 47% en la cèl· lula B i la cèl· lula DR4IiDM, respectivament) 

4. A la superfície cel· lular de les dues cèl· lules el percentatge per DM era superior 

en la LCL (11%), que en la  DR4IiDM (7%).  

5. El percentatge de DM present en els EE era el doble en la cèl· lula B (24%) que 

en la línia neuroendocrina (12%).  

6. En els Mlbs de la cèl· lula DR4IiDM s’acumulava un 30% del marcatge d’HLA-DM 

mentre que en la línia B limfoblastoid només el 12% de DM es localitzava en 

aquests compartiments 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 51. Comparació de la localització i la distribució de DM en els dos tipus cel.lulars. (A) A 

l’histograma hi ha la densitat mitja de DM en cada compartiment de les dues cèl.lules. Es marquen (*) 

aquelles diferències amb valor de significació p<0.05 segons el test t de Student. (B) l’histograma 

representa la proporció de DM acumulada en cada localitat d’ambdós cèl.lules i a la taula (C), hi ha el 

número de partícules d’or associades a DM recomptades en la línia endocrina i en la LCL.  
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Resumint, la majoria de marcatge d’HLA-DM era detectat en els Mvbs de les dues 

cèl.lules. Tot i la similitud quantitativa,  en les cèl.lules endocrines HLA-DM es localitzava 

en la membrana perifèrica i en les membranes internes dels Mvbs, mentre que en la LCL 

la seva presència quedava restringida a la membrana perifèrica d’aquests. L’excés 

d’HLA-DM detectat en la línia endocrina s’acumulava en els Mlbs d’aquesta, i una 

proporció important d’HLA-DM s’acumulava als EE de les LCLs. 

 

6. Comparació del repertori de pèptids associats a DR4 en la línia LCL i en les 

cèl· lules DR4IiDM 

 

Seguint el mateix protocol usat per l’elució del repertori de DR4 de les cèl· lules 

DR4IiDM s’aïllà i analitzà en el repertori de lligands associats a DR4 en la LCL. 

 

6.1. Característiques generals del repertori associat a DR4 en la línia B limfoblastoid 

Per a la purificació dels complexes DR4-pèptid expressats en la línia LCL i el 

posterior aïllament dels lligands de baix pes molecul ar, es va partir de 3x109 cèl· lules i es 

va seguir el mateix protocol que en les cèl· lules transfectades. A la figura 52 es mostra el 

perfil obtingut per rp-HPLC del repertori de lligands de DR4 en les LCL.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La complexitat de les diferents fraccions recuperades d’aquest repertori s’analitzà per 

MALDI en un instrument Voyager-DETMPRO. L’anàlisi global de les diferents espècies 

moleculars detectades es mostra a la Figura 53 amb l’estadística descriptiva a la taula A i 

la distribució de les diferents espècies moleculars agrupades en rangs de 400 Da a 

l’histograma B.  

Figura 52 Perfil del cromatograma 

obtingut per rp-HPLC del repertori de 

pèptids eluït de les molècules DR4 de 

la LCL. Per aïllar els lligands de DR4 

generats per la LBL es va purificar el 

DR4 de 3x109 cèl.lules per 

cromatografía d’afinitat amb l’Ac L243. El 

material recuperat de baix pes molecular 

es va separar per rp-HPLC en un 

gradient de 0-80% d’acetronitril 
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Els resultats del repertori peptídic associat a DR4 en la línia LCL indicaven que: 

• Les 772 espècies moleculars diferents detectades en  el repertori de la LCL, 

abarcaven un rang de 753 a 8873 Da amb una massa mitja de 1880 Da (longitud 

estimada de 16 AA) i una desviació estàndard de 984 Da 

• Un 65% de les espècies moleculars detectades presentaven una massa /longitud 

estàndard pels lligands de les MHC II (1800-2400 Da/ 15-20 AA) 

• Només un 5% dels lligands de DR4 presentaven una massa /longitud superior 

als 30 AA (3600 Da) 

 

 La major sensibilitat de l’aparell usat per a l’anàlisi del repertori peptídic associat a 

DR4 en la línia LCL permeté detectar un major nombre d’espècies moleculars en 

comparació amb les detectades en el repertori de la línia DR4IiDM (145). Aquesta 

diferència dels aparells de MALDI usats per l’anàlisi dels repertoris associats a DR4 en 

les dues línies cel· lulars va dificultar la comparació exhaustiva d’aquests. La massa mitja 

(2063 i 2012 Da en la LCL i DR4IiDM, respectivament) i la desviació estàndard (984 i 823 

Da, en la LCL i la DR4IiDM, respectivament) eren semblant en els dos repertoris 

estudiats, així com l’absència de lligands d’elevat pes molecular (long >30 AA). 

 

 

LCL
Mean 2062,9Mediana 1879,8Dev standard 984Rang 753-8873Nº espècies moleculars 772
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Figura 53. Anàlisi de les masses que conformen el repertori peptídic associat a DR4 en la B-LCL. Les 

molècules DR4 en la línia B limfoblastoid s’associen a un ampli repertori peptídic pel que fa al nombre 

d’espècies moleculars, de distribució homogènia acumulada en el rang de masses (longitud) estàndard dels 

lligands descrits per les MHC II. A)  Estadística descriptiva de les espècies moleculars que composen el 

repertori associat a DR4 en la línia LCL. B) Histograma amb la distribució de les espècies moleculars del 

repertori associat a DR4 en la  LCL agrupades en intèrvals de 400 Da. El requadre en gris marca el tamany 

estàndard descrit pels lligands de les MHC II.  
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6.2. Identificació dels pèptids més abundants associats a DR4 en la LCL i comparació 

amb el repertori de la línia DR4IiDM 

 Mitjançant espectrometria de masses en tàndem per nanoESI-trampa Iònica, 

s’identificaren 40 seqüències peptídiques del repertori de la LCL, obtingudes  de les 

fraccions 31, 34, 36, 37, 38, 40, 42, 44, 45 i 49 del HPLC. Tal com es mostra a la Taula 

XVI, els 40 epítops identificats s’alinearen segons l’afinitat per DR4 calculada amb la 

matriu de Hammer i en tots els casos respectaven el motiu d’unió a DR4.  Amb l’excepció 

de 5 lligands derivats de les proteïnes exògenes: transferrina i apolipoproteïna D, la resta 

de lligands derivaven de proteïnes endògenes majoritàriament localitzades a la superfície 

cel· lular de la cèl· lula B. Les MHC I i les Ig de superfície, o receptors de les cèl· lules B, 

dominaven el repertori associat a DR4. Els lligands exògens i de superfície s’agrupaven 

formant grups d’entre 2 i 6 pèptids retallats, de longitud entre 13 i 23 AA. Dels 31 lligands 

derivats de proteïnes de membrana, 16 corresponien a la mateixa regió (28 -48) de les 

MHC I (A2, B35 i Cw4, expressades per la LCL) que prèviament s’havia identificat 

associada a DR4 en la cèl· lules DR4IiDM, derivat dels MHC I de rata. Finalment, dos dels 

lligands identificats en aquest repertori derivaven d’una proteïna resident en la via 

endocítica i també s’identificaren dos lligands derivats de les proteïnes citosòliques: 

enolasa alfa i de l’extrem N-terminal del factor d’elongació 1.  

 La comparació dels repertoris de DR4 identificats en les cèl· lules LCL i DR4IiDM 

mostrava similituds però també diferències clares. La identificació de seqüències 

pràcticament idèntiques com l’epítop de la transferrina exògena juntament amb la 

dominància de les proteïnes autòlogues com la principal font de lligands per les 

molècules DR4 eren característiques comuns dels dos repertoris. D’altra banda, el 

repertori de la línia LCL presentava una diversitat menor que l’observada en les cèl· lules 

DR4IiDM tot i la detecció per MALDI de més espècies moleculars diferents. En la LCL, 31 

seqüències derivaven principalment de 2 proteïnes: MHC I i Ig, molt  abundants de la 

superfície cel· lular de la LCL, mentre que  les 17 seqüències de la superfície de la cèl· lula 

endocrina derivaven de 7 proteïnes diferents (vegeu taula IX, resultats III). En el repertori 

de DR4 de la LCL, la manca de diversitat en les proteïnes origen dels lligands era 

substituïda per un augment en la variabilitat de la longitud de les regions flanquejants  al 

motiu d’unió amb DR4 i en el nombre de pèptids agrupats amb una seqüència core comú.  
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D’altra banda, l’anàlisi de la localització de les proteïnes que originaven els lligands 

de DR4 també mostrava clares diferències entre els dos tipus cel· lulars. A l’histograma de 

la figura 54 es mostra la comparació de la proporció de lligands derivats de les proteïnes 

localitzades en les diferents localitats subcel.lulars en les dues cèl· lules. Tal com mostra 

la comparació: 

• El 59% dels lligands de DR4 identificats en el repertori de la línia endocrina 

derivaven de proteïnes de superfície o de la via endocítica, mentre que aquesta 

proporció augmentava fins al 95% dels lligands identificats en el repertori de les 

LCL.  

• El 34% dels lligands de DR4 en les cèl· lules endocrines derivaven de proteïnes 

citoplasmàtiques i secretades mentre que les proteïnes d’aquestes localitats 

només donaven lloc al 5% dels lligands identificats en el repertori de les LCLs 

• La proporció de lligands derivats de proteïnes exògenes era semblant en els dos 

repertoris estudiats 

 

 

 

 

 

Mr Long P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 Proteïna origen Localització Nº Id PS N-o C-ter

1749,9 16 D V A F V K D Q T V Y Q N T D G Transferrin (556-571) exògen Q29443 8,3 no
1691,8 15 D V A F V K D Q T V Y Q N T D Transferrin (556-570) exògen Q29443 8,3 no
1577,4 14 F V K D Q T V Y Q N T D G N Transferrin (559-572) exògen Q29443 8,3 no
1657,8 15 Q E L R A D G T V N Q I E G E Apolipoprotein D (80-94) exògen P05090 6,5 no
1456,7 13 L N Q E L R A D G T V N Q Apolipoprotein D (80-94) exògen P05090 6,5 no
2469,1 21 V D D T Q F V R F D S D A A S Q R M E P R HLA-A2 (28-48) superfície P79495 5,3 no
2098,9 18 D T Q F V R F D S D A A S Q R M E P HLA-A2 (30-47) superfície P79495 5,3 no
2216 19 V D D T Q F V R F D S D A A S Q R M E HLA-A2 (28-46) superfície P79495 5,3 no

1955,9 17 V D D T Q F V R F D S D A A S Q R HLA-A2 (28-44) superfície P79495 5,3 no
1872,9 16 D T Q F V R F D S D A A S Q R M HLA-A2 (30-45) superfície P79495 5,3 no
1741,8 15 D T Q F V R F D S D A A S Q R HLA-A2 (30-44) superfície P79495 5,3 no
1626,7 14 T Q F V R F D S D A A S Q R HLA-A2 (31-44) superfície P79495 5,3 no

2408,1 21 V D D T Q F V R F D S D A A S P R T E P R HLA-B35 (27-47) superfície O78182 5,3 no
2037,9 18 D T Q F V R F D S D A A S P R T E P HLA-B35 (29-46) superfície O78182 5,3 no
2252 20 V D D T Q F V R F D S D A A S P R T E P HLA-B35 (27-46) superfície O78182 5,3 no

1825,8 16 D D T Q F V R F D S D A A S P R HLA-B35 (28-43) superfície O78182 5,3 no

1962,8 18 E D L S S W T A A D T A A Q I T Q R HLA-C (122-139) superfície Q944H9 2,4 no
1833,9 17 D L S S W T A A D T A A Q I T Q R HLA-C (123-139) superfície Q944H9 2,4 no
1562,7 15 L S S W T A A D T A A Q I T Q HLA-C (124-138) superfície Q944H9 2,4 no
1434,7 14 L S S W T A A D T A A Q I T HLA-C (124-137) superfície Q944H9 2,4 no

1875,9 17 E D L R S W T A A D T A A Q I T Q HLA-C (128-144) superfície O19595 2,4 no
1746,8 16 D L R S W T A A D T A A Q I T Q HLA-C (128-144) superfície O19595 2,4 no

2364,1 21 V D D T Q F V R F D S D A A S P R G E P R HLA-C (28-48) superfície O78202 5,3 no
2208 20 V D D T Q F V R F D S D A A S P R G E P HLA-C (28-47) superfície O78202 5,3 no

3004,5 23 V D D T Q F V R F D S D A A S P R G E P W V E HLA-C (28-51) superfície O78091 5,3 no
2776,3 21 V D D T Q F V R F D S D A A S P R G E P W HLA-C (28-49) superfície O78091 5,3 no

2236,1 21 V D D T Q F V Q F D S D A A S P R G E P R HLA-C (28-48) superfície O78202 4,3 no

2111,1 19 E K H K V Y A C E V T H Q G L S S P V Immunoglobulina  kappa (187-205) superfície 1ADO 3,7 no
2011,9 18 E K H K V Y A C E V T H Q G L S S P Immunoglobulina  kappa (187-204) superfície 1ADO 3,7 no
1982,4 18 K H K V Y A C E V T H Q G L S S P V Immunoglobulina  kappa (188-205) superfície 1ADO 3,7 no
1827,9 16 E K H K V Y A C E V T H Q G L S Immunoglobulina  kappa (187-202) superfície 1ADO 3,7 no
1754,8 17 H K V Y A C E V T H Q G L S S P V Immunoglobulina  kappa (189-205) superfície 1ADO 3,7 no
1698,9 15 K H K V Y A C E V T H Q G L S Immunoglobulina  kappa (188-202) superfície 1ADO 3,7 no
1570,8 14 H K V Y A C E V T H Q G L S Immunoglobulina  kappa (189-202) superfície 1ADO 3,7 no

2205 19 H P V T G Q F L Y Q D S N W A S K V E Transferrin receptor (561-534) superfície P02786 4,9 no

1967 17 K N T L Y L Q M N S L R A E D T A Immunoglobulina pesada (31-47) superfície AAA58894 5,4 no

1759,9 16 L P S Y E E A L S L P S K T P E Proteïna associada lisosomal (237-252) endocítica Q1357 2,1 no
1816,9 17 L P S Y E E A L S L P S K T P E G Proteïna associada lisosomal (237-253) endocítica Q1357 2,1 no

1779,9 17 I K E K Y G K D A T N V G D E G G Enolasa alfa (196-212) citosòlica PR00148 4,2 no
1565,8 14 I E K F E K E A A E M G K G Factor d'elongació 1 (1-16) citosòlica P24534 0,9 N-ter

Taula XVI Seqüències identificades del repertori associat a DR4 en les B-LCL. La taula està 
organitzada igual que les taules IX, X, XI i XII del capítol de resultats III. 
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En global, els dos repertoris de lligands per DR4 eren dominats per proteïnes 

endògenes de la cèl· lula hoste. Les LCL presentaven un repertori més homogeni en les 

proteïnes origen dels l ligands però amb més variants en longitud dels epítops associats. 

El repertori en les cèl· lules endocrines representava una major espectre de proteïnes 

origen tant superficials com citoplasmàtiques.  

 

6.4. Els lligands identificats en els repertoris de les línies DR4IiDM i LCL presenten 

diferències en els residus d’ancoratge i en l’índex d’afinitat per DR4 

 L’anàlisi comparatiu dels residus d’ancoratge presentats en les P1, P4, P6 i P9  

dels lligands identificats en els dos repertoris es realitzà sobre el millor alineament 

obtingut per cada seqüència en la matriu de Hammer (Hammer i col., 1994), considerant 

totes les variants en longitud. A la figura  55 es mostren els histogrames que representen 

el percentatge de lligands que presenten un determinat AA en les quatre posicions 

d’ancoratge analitzades, en els dos tipus cel· lulars. Els resultats mostraven que: 

• La P1 del repertori eluït de la línia endocrina era dominada pels AA aromàtics 

(78%) enfront dels alifàtics (22%), mentre que la meitat (49%) dels lligands de la 

LCL presentaven Val en la P1 

• La P4 dels lligands identificats en els dos repertoris era dominada per AA 

negativament carregats,  però en la seva absència, els lligands de la cèl· lula LCL 

presentaven Ala i els epítops de la cèl· lula endocrina presentaven una major 

variabilitat d’AA. 

 

Figura 54. Els lligands de DR4 expressat en la LCL deriven principalment de proteïnes de la 

superfície cel.lular. Histograma amb la distribució de la localització subcel.lular de les proteïnes 

origen dels epítops associats a DR4, identificats en la LCL. L’histograma mostra el percentatge dels 

lligands derivats de proteïnes exògenes (gris fosc), de proteïnes de la superfície cel.lular o 

endocítiques (ratllat), de proteïnes secretades (blanc), i de proteïnes citoplasmàtiques (gris clar).  
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• S’observà una major restricció dels AA preferits en la P6 i P9 del repertori de la 

LCL. La P6 era dominada per Thr i Asp en la LCL, mentre que la presència de 

Asn i Gly també era important en els repertori de les cèl· lules endocrines 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En resum, el repertori eluït de les DR4 expressades el la línia B limfoblastoid, 

presentava una major restricció en els residus identificats en les posicions d’ancoratge 

que el repertori de les DR4 expressades en les cèl· lules DR4IiDM. 

Al repetir l’anàlisi dels AA preferits en cada posició d’ancoratge prenent els grups de 

pèptids retallats com a seqüències úniques s’obtingueren els resultats mostrats a la taula 

XVII. 
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Figura 55 Les LCL presentaven un repertori més homogeni en els AA d’ancoratge a DR4 que 

les cèl.lules LCL.  Proporció relativa dels AA preferits en les principals posicions d’ancoratge a 

DR4 en els repertoris peptídics eluïts de les cèl.lules DR4IiDM (negres) i de les B -LCL (barrat). La 

quantificació es realitzà incloent totes les variants en longitud dels grups de pèptids retallats 

P1 P4
Y F V L I W M D E A Q I V L S

DM+ 43 32 8 8 3 3 3 40 36 6 0 6 10 0 0

LCL 31 23 23 8 0 15 0 50 17 25 8 0 0 0 0

P6 P9
T N D S A P G S G A Q M N T V Total

21 24 14 21 0 3 14 24 17 10 21 0 10 3 0 29

50 0 10 30 10 0 0 20 20 20 30 10 0 0 0 10

Taula XVII Percentatge de cada AA en les diferents posicions d’ancoratge a DR4 dels 

lligands identificats en la LCL i les cèl.lules DR4IiDM (DM+). La quantificació es realitzà 

agrupant els grups de pèptids retallats com una seqüència única. A la darrera columna es mostra 

el nombre total de seqüències core considerades en l’anàlisi. 
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 En aquest segon anàlisi, l’eliminació dels grups de pèptids retallats permeté 

despreciar la influència de l’abundància de les diferents proteïnes en la via endocítica de 

la LCL (sobretot MHC I i Ig). Les diferències més grans s’observaren en la P1 i P6, ja que 

al igual que en les cèl.lules DR4IiDM, els residus aromàtics eren preferits en P1 per 

davant dels alifàtics i la dominància de l’Asp en P6 es perdia per donar pas a una 

preferència per Thr. No hi havia diferències importants entre els AA preferits en P4 i P9 

entre els dos anàlisi. 

 

 La comparació de l’afinitat mitja dels lligands identificats en els dos repertoris i 

mostrada a la Taula XVII, indicava que els lligands de DR4 en la línia LCL presentaven 

una  afinitat mitjana major que els lligands de DR4 en la línia endocrina (5.3 i 4.5 

respectivament, p=0.05, test t de student). 

 

 

 

 

 

 

 

 

El repertori de lligands de DR4 en la LCL presentava un rang d’AA més reduït en 

les posicions d’ancoratge que les cèl.lules DR4IiDM , com a conseqüència de la poca 

variabilitat en els epítops associats. Tot i així, els AA preferits per a l’associació  amb 

DR4, eren semblants en ambdues cèl.lules independentment del llinatge cel.lular i de 

l’expressió de chaperones diferents, com ara HLA-DO. L’homogeneïtat del repertori de la 

LCL, també feia disminuïr la variabilita t dels índexs d’afinitat dels diferents lligands que en 

la LCL eren lleugerament superiors que en les cèl.lules DR4IiDM.

Taula XVIII. Comparació dels índexs 

d’afinitat per DR4 dels lligands identificats 

en els repertoris de les línies DR4IiDM i 

LCL  

Mitja PS Dev Stan 
DR4IiDM 4.5 1.8 
LCL 5,3 1.6 
p-value 0.05 
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Durant la progressió de les respostes autoimmunitàries, les cèl· lules B de l’infiltrat 

limfocitari i les cèl· lules endocrines, expressen MHC II a la seva superfície (Botazzo GF i 

col., 1983; Hanafusa T i col., 1987; Somoza, N i col., 1994; Roep BO i col., 1990). S’han 

suggerit diferències en els tipus de lligands generats per ambdós llinatges cel· lulars per 

diferències en la  reactivitat de cèl· lules T, en assaigs funcionals on s’usaren els dos tipus 

cel· lulars per separat com a APCs (Quaratino S i col., 1996). Mitjançant la comparació 

dels repertoris peptídics associats a DR4 i l’organització de la via endocítica en les 

cèl· lules DR4IiDM, com a model d’una cèl· lula β-pancreàtica, i d’una LCL homozigota per 

DR4, com a model de cèl· lula d’expressió constitutiva de MHC II, s’han establert 

diferències en les capacitats per processar autoantigens i per tant, per presentar-los a les 

cèl· lules T CD4+ efectores,.  

L’anàlisi general dels repertoris d’espècies moleculars associades a DR4 en els 

dos tipus cel· lulars mostra semblances com la restricció en la mida dels lligands associats 

a DR4 i en el rang de longitud abarcat per aquests en les dues cèl· lules. Aquestes 

semblances suggereixen que els lligands es generen en compartiments endocítics amb 

característiques semblants en els dos tipus cel· lulars. L’homologia morfològica dels 

diferents compartiments endocítics i la concordància en la proporció de MIICs en la via 

endocítica de les dues cèl· lules recolza aquesta hipòtesi i suggereix que la necessitat de 

realitzar una funció comú pels dos tipus cel· lulars, com és la presentació d’Ag per MHC II, 

explicaria l’organització de la via endocítica dels dos tipus cel· lulars. A més, la detecció de 

dos epítops comuns en els dos repertoris de DR4 (transferrina i MHC I) indica que els 

mecanismes de processament, actius en els dos tipus cel· lulars, poden generar lligands 

semblants per les DR4, al menys, pels antigens derivats de proteïnes exògenes i de les 

proteïnes d’expressió ubiqua de la superfície cel· lular.  

L’absència de marcatge per Cer-CLIP a la superfície de les cèl· lules endocrines i 

la detecció de complexes DR4 associats a CLIP a la superfície de les LCL sembla la 

primera indicació de les diferències en la composició dels dos repertoris de lligands 

associats a DR4. L’especificitat de l’Ac Cer-CLIP que reconeix els complexes DR-CLIP, i 

el fet que les dues cèl· lules expressin el mateix al.lel DR4 en homozigositat, descarta la 

possibilitat que en la LCL s’estigués detectant l’associació d’altres al.lels de MHC II a 

CLIP, però si podria estar associat a les isoformes coexpressades amb DR4 com DR53. 

Tot i la detecció de complexes DR4-CLIP per citometria de flux a la superfície de les LCL, 

no s’identificà cap seqüència corresponent a aquests epítops  entre els lligands 

identificats en el repertori de la LCL, confirmant els estudis previs dels repertoris associats 

a DR4 en les LCL (Rudensky A i col., 1991; Rammensee HG i col., 1995; Falk K i col., 

1994; Hammer J i col., 1994; Friede i col., 1996), i encara que algunes seqüències del 

CLIP s’han descrit associades a altres al.lels de DR (Rudensky A i col., 1991), 

possiblement com a reflex de les diferències específiques d’al.lel en l’afinitat per CLIP 

(Bikkof EK i col., 1995). 



Presentació d’antigen per MHC II en les cèl· lules endocrines DR4IiDM i les B LCL 

 134 

La identificació d’alguns dels lligands més abundants en els dos repertoris 

confirma la menor variabilitat, en seqüència i en origen, del repertori associat a DR4 en 

les LCL suggerida pel perfil d’HPLC. En contraposició, un nombre major d’espècies 

moleculars eren detectades per MALDI en aquesta cèl· lula. La diferència en el nombre 

d’espècies moleculars diferents detectades en els dos repertoris es podria atribuir a la 

diferència en sensibilitat i resolució en els aparells de MALDI usats i al nivell d’expressió 

de DR4 en ambdós tipus cel· lulars, que al ser més alt en les LCL augmentaria la 

concentració d’alguns lligands menys abundants fins als límits de detecció de la tècnica 

emprada. En treballs anteriors s’ha descrit que l’expressió d’HLA-DO indueix una edició 

més estricte del repertori de lligands associats a les MHC II (Pinet V i col., 1995; 1998). 

L’expressió d’aquesta cochaperona en les LCL (Pathak SS i col., 2001) i no en les 

cèl· lules endocrines podria explicar l’homogeneïtat més elevada del repertori eluït de les 

LCLs. La interacció del complex DM-DO amb DR4, no influenciaria els AA preferits per la 

unió amb DR4 però podria exercir una pressió més astringent sobre els lligands 

seleccionats, limitant l’accés a aquells lligand d’ alta afinitat que confereixen una elevada 

estabilitat al complex amb DR4.   

Pràcticament la totalitat dels lligands identificats per DR4 en les LCL, deriven de 

proteïnes presents a la superfície cel· lular i a la via endocítica, i que per tant, poden 

interceptar fàcilment la ruta de biosíntesi de les DR4. La majoria d’aquests lligands 

corresponen a variants en longitud derivades de dos epítops concrets de proteïnes 

altament expressades per les LCL: MHC I28-48 i Igk187-205, aquesta darrera específica de 

llinatge cel· lular. Els lligands derivats de proteïnes residents en altres localitats cel· lulars 

com el citosol, el nucli o la via secretora es troben pràcticament absents del repertori 

associat a DR4 en les LCL i els lligands d’origen exogen només representen el 5% del 

total identificat, d’acord amb els resultats prèviament reportats en altres treballs 

(Rudensky A i col., 1991; Falk K i col., 1994; Hammer J i col., 1994; Rammensee HG i 

col., 1995; Friede i col., 1996). En contraposició, una meitat dels lligands de DR4 

identificats en les cèl· lules endocrines DR4IiDM s’originen a partir de proteïnes 

citoplasmàtiques residents en la via secretora, el citosol o el nucli cel· lular, mentre que 

l’altre meitat deriva de proteïnes  superficials o bé residents en la via endocítica. L’arribada 

de proteïnes citoplasmàtiques a la via endocítica s’ha explicat per mecanismes 

d’autofagia i mitjançant mecanismes específics de translocació poc coneguts, des del 

citosol al lumen dels compartiments endocítics tardans (Jaraquemada D i col., 1990; 

Karlsson L i col., 1991; Tich J i col., 2000).  També s’ha descrit la fusió dels endosomes 

amb els grànuls de secreció (Aniento i col., 1993) permetent l’arribada de les proteïnes 

secretades a la via de biosíntesi de les MHC II. L’elevada proporció de lligands d’origen 

citoplasmàtic i de molècules secretades en el repertori de la cèl· lula endocrina, suggereix 

una major eficiència dels mecanismes que permeten l’arribada de d’aquestes molècules a 

la via endocítica, en comparació amb la LCL.   
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Una altra diferència entre els dos repertoris estudiats és el número de 

components dels grups de pèptids retallats. El repertori de la LCL està format per grans 

grups de pèptids mentre que en la cèl· lula endocrina, la major variabilitat en les 

seqüències core dels lligands associats a DR4 es compensa amb la formació de grups 

més petits de pèptids amb els extrems retallats. La chaperona HLA-DM actua com un 

enzim de baixa eficiència segons la cinètica de Michaelis-Menten,  amb la capacitat de 

catalitzar la maduració seqüencial de fins a 12 molècules de MHC II per minut 

(Ramachandra L i col., 1996; Kropshofer H i col., 1997). Per facilitar la interacció 

seqüencial de MHC II i DM, aquestes molècules s’organitzen en microdominis rics en 

proteïnes tetraspan a la membrana cel· lular de les LCL (Hammond C i col., 1998). A més, 

s’ha demostrat que les diferents molècules MHC II presents en un microdomini determinat 

estan associades a variants en longitud del mateix epítop, facilitant així la concentració de 

diferents complexes MHC II-pèptid antigènic en una zona de la superfície cel· lular 

(Kropshofer H i col., 2002). Curiosament, la major densitat de DR4 en els compartiments 

primerencs: EE i Mvb de les LCL es correlaciona amb la presència de grups més 

nombrosos de seqüències retallades, mentre que la menor densitat de DR4 en aquests 

compartiments de la cèl· lula endocrina correlaciona amb l’efecte contrari i per tant, en la 

formació de grups més reduïts de pèptids retallats i una maj or variabilitat en l’origen dels 

lligands associats a DR4. Aquesta diferència suggereix que en les cèl· lules transfectades 

l’organització de DR4 i DM en els compartiments endocítics seria diferent a la dels 

dominis tetraspan de les LCL, ja sigui per característiques específiques de llinatge 

cel· lular o per característiques implícites a la natura heteròloga del model, en el que les 

molècules tetraspan expressades serien de rata i les DR4, Ii i DM humanes. Fins al 

moment, no s’ha estudiat la presència de microdominis tetraspan en les cèl· lules 

endocrines ni l’organització de les MHC II a la superfície d’aquestes cèl· lules.   

Tot i les diferències en densitat, una proporció important de les tres molècules 

DR4, Ii i DM així com del material endocitat es colocalitzen en els compartiments Mvbs 

d’ambdós tipus cel· lulars, convertint-los en els principals candidats per la unió de DR4 al 

lligand peptídic. L’editora del repertori associat a DR4, HLA-DM, també s’acumula en els 

Mvbs de les dues cèl· lules, tot i que en les LCL la seva localització queda restringida a la 

membrana perifèrica de les vesícules Mvbs mentre que en les cèl· lules transfectades es 

distribueix també en les membranes de les vesícules internes. Recentment, s’ha descrit 

que HLA-DO és la molècula responsable de l’acumulació preferent de DM en la 

membrana perifèrica dels Mvbs en cèl· lules dendrítiques (Vogt A i col., 1999; Kleijmeer M 

i col., 2001). L’expressió d’HLA-DO en les LCLs i no en les cèl· lules endocrines explicaria 

les diferències en la distribució de DM en els Mvbs de les dues cèl· lules, influint en la 

composició dels lligands de DR4. En les cèl· lules B, la menor presència d’Ii nativa a la 

superfície conjuntament amb una acumulació majoritària a nivell de Mvbs, indica que la 

principal porta d’entrada a la via endocítica dels complexes MHC-Ii de nova síntesi es 
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produeix a nivell de Mvbs, tal com s’ha descrit en la bibliografia (Amigorena S i col., 

1994). D’altra banda, l’elevada presència d’Ii nativa a la superfície de les cèl· lules 

endocrines, indica que la principal porta d’entrada dels complexes MHC-Ii de nova síntesi 

a la via endocítica en aquest tipus cel· lular és la internalització des de la superfície 

cel· lular. Ambdues vies d’entrada a la via endocítica han estat descrites amb importàncies 

relatives en diferents APCs (Watts C i col, 2001) i podria ser una característica dependent 

del llinatge cel· lular.  

 Tot i l’acumulació preferent de DR4 en els Mvbs, la localització i distribució de 

DR4, Ii i DM també és diferent en els compartiments EE i Mlbs de les dues línies 

cel· lulars. El fenotip de cèl· lula activada que caracteritza les cèl· lules B transformades 

amb l’herpesvirus Epstein Barr facilita una major de localització de les MHC II a la 

superfície d’aquestes cèl· lules. Un reciclatge de material més eficient des dels EE  podria 

afavorir la sortida de complexes DR4-CLIP cap a la superfície cel· lular en la LCL i també 

podria facilitar que una proporció de les DR4 unís pèptids en els EE. La major proporció 

d’EE i densitat de DR4 en els compartiments EE de la LCL en comparació amb les 

cèl· lules endocrines, recolza aquesta possibilitat que s’havia suggerit en estudis previs 

(Engelhard VH i col., 1994; Pierre P i col., 1998; Lich JD i col., 2000).   

En resum, les dades indicaven que les LCL presenten un repertori de lligands de 

DR4 caracteritzat per grans grups de pèptids retallats derivats de pocs epítops de 

proteïnes molt abundants a la superfície de la cèl· lula, mentre que les cèl· lules endocrines 

presenten un repertori més variat constituït per gru ps més petits de pèptids retallats que 

deriven d’un espectre més ampli de proteïnes origen, tant de la superfície cel· lular com de 

diferents compartiments del citoplasma. Aquesta major variabilitat dels lligands endògens 

associats a DR4 en les cèl· lules endocrines, les assenyalaria com a bones cèl· lules 

presentadores en les situacions d’autoimmunitat, ja que la majoria d’autoantigens T 

descrits deriven de proteïnes específiques dels grànuls de secreció o de la superfície de 

les cèl· lules endocrines. Contràriament, les LCL no presentarien una gran capacitat per a 

presentar autoantigens ja que els lligands endocitats de l’exterior només eren una petita 

proporció dels epítops associats a DR4 i el repertori estava dominat per dues proteïnes 

de la superfície de la mateixa LCL. Aquesta característica reduiria les possibilitats de les 

cèl· lules B a actuar com a cèl· lules presentadores d’autoantigens in situ, ja que només 

aquelles cèl· lules amb BCR específic per algun autoantigen podrien augmentar la 

presentació d’aquest a la seva superfície, mentre que totes les cèl· lules endocrines ho 

farien simultàniament.   
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El paradigma de la tolerància al que és propi el composen les malalties 

autoimmunitàries en les que l’organisme hoste és el responsable de l’activació, 

manteniment i cronificació de respostes immunitàries autoespecífiques. En les malalties 

autoimmunitàries específiques d’òrgan la resposta immunològica afecta a un sol òrgan, 

molt freqüentment d’origen neuroendocrí. Aquestes malalties es caracteritzen pel seu 

caràcter crònic i per la presència d’autoanticossos i d’una resposta cel.lular contra 

antígens d’expressió restringida a l’òrgan afectat. Per això, la resolució de l’origen de 

l’autoimmunitat endocrina està íntimament lligada a l’elucidació dels mecanismes que 

mantenen la tolerància als antígens endocrins perifèrics.  

Amb el descobriment que les cèl.lules endocrines tiroï dals, sota l’estímul adequat, 

tenien la capacitat d’expressar molècules MHC II (Pujol-Borrell i col., 1983) i que en 

glàndules afectades d’AITDs  hiperexpressaven MHC I i expressaven ectòpicament MHC 

II (Hanafusa i col., 1983), es va suggerir que aquestes cèl.lules podien actuar com a 

cèl.lules presentadores d’antigen i presentar els seus autoantigens a les cèl.lules T 

autorreactives (Botazzo GF i col., 1983). Posteriorment, l’expressió ectòpica de MHC II es 

va demostrar en les cèl.lules diana d’altres malalties autoimmunitàries endocrines com en 

les cèl.lules β-pancreàtiques dianes de la DM1 (Botazzo GF i col., 1985; Foulis AK i col., 

1986; Somoza N i col., 1994). Els estudis fenotípics s’han centrat en demostrar 

l’expressió de les molècules implicades en el processament i la presentació d’antigen en 

les cèl.lules endocrines. En el nostre laboratori, s’ha demostrat que els tiròcits de malalts 

amb Graves-Basedow expressen MHC II i les molècules associades Ii i HLA-DM, i que 

l’expressió d’aquestes molècules és modulada per la presència d’IFNγ. Els compexes 

MHC II-pèptid expressats a la superfície d’aquestes cèl.lules són estables, suggerint que 

es troben establement associats a pèptids antigènics (Catálfamo M i col., 1999).  La 

dificultat en l’obtenció de material ex vivo i la pèrdua d’expressió de les MHC II i de varis 

dels antígens expressats, durant el cultiu in vitro de les cèl.lules endocrines, ha limitat 

l’estudi del seu rol com a cèl.lules presentadores d’antigen per MHC II durant la 

progressió de la resposta autorreactiva, així com del tipus de lligands presentats per 

aquest llinatge cel.lular 

 La primera part d’aquest treball ha volgut anar més enllà en l’estudi de les 

capacitats de les cèl.lules endocrines com a cèl.lules presentadores d’antigen per MHC II 

i en les influències derivades de l’expressió d’Ii i DM. L’objectiu s’ha analitzat des de dos 

punts de vista diferents però relacionats: i) l’estudi dels compartiments endocítics 

implicats en la biogènesi de DR4 en les cèl.lules endocrines, per tècniques de 

microscòpia electrònica, ii) la detecció i identificació dels lligands més abundants de DR4 

en les dues cèl.lules endocrines, per tècniques d’espectrometria de masses. S’ha estudiat 

un model de cèl.lula endocrina generat en el laboratori per Serradell L, mitjançant la 

transfecció de la línia RINm5F derivada d’un insulinoma de rata amb les molècules 

humanes: DR4, Ii i DM (Serradell L i col., 1999). L’elecció de la cèl.lula endocrina de rata 
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fou determinada pel fet que la majoria de les línies endocrines humanes, establertes per 

mètodes com la transformació amb SV-40 o bé derivades de tumors, es troben altament 

des-diferenciades, descartant-les com a models per a l’estudi representatiu del repertori 

peptídic associat a les MHC II. A més, el fet que la línia RINm5F hagi estat àmpliament 

usada per l’estudi de la DM1 en humans (Roep BO i col., 1990) recolzava l’elecció. La 

limitació dels estudis sobre els nivells d’expressió de les MHC II, Ii i DM en cèl.lules 

primàries no transformades (Moses H i col., 1992; Rigaud G i col., 1996; Wu Z i col., 

1999) i la manca de dades sobre aquests en les cèl.lules endocrines durant les diferents 

etapes dels processos inflamatoris, va impossibilitar la selecció de transfectants en base 

als nivells d’expressió dels gens MHC. La transfecció seqüencial de les molècules en la 

línia RINm5F permeté la generació de línies transfectades amb les diferents 

combinacions possibles: RIN-DR4, RIN-DR4Ii, RIN-DR4DM i RIN-DR4IiDM (Serradell L i 

col., 1999) que ens han permès assesorar els efectes que es produeixen com a 

conseqüència de la seva presència o absència en aquestes cèl.lules. Les dades 

presentades en aquest treball mostren la capacitat de les cèl.lules endocrines per a 

presentar antígens endògens d’expressió restringida a teixit, i per reorganitzar la via 

endocítica per assolir una presentació eficient d’aquests antígens per MHC II.  

Com a punt de partida s’ha analitzat l’organització de la via endocítica i el 

repertori de pèptids associat a DR4 en absència d’Ii i de DM (cèl.lules DR4) en la línia 

RINm5F. En aquestes cèl.lules l’expressió de DR4 indueix una reorganització de la via 

endocítica en la que augmenta el nombre de compartiments MIIC, sobretot de tipus Mlb. 

L’anàlisi general dels peptids associats a DR4 en aquestes cèl.lules mostra un repertori 

altament heterogeni en contingut i en rang de masses/longitud, suggerint que 

possiblement aquests lligands es generen i s’uneixen en localitzacions subcel.lulars on 

els pèptids poden no complir les característiques estàndard dels lligands a MHC II i els 

requeriments per l’associació amb DR4 són menys estrictes. Recolzant aquesta visió, 

trobem la manca d’estabilitat a la superfície cel.lular dels complexes DR4-pèptid 

presentats per les cèl.lules DR4 (Serradell L i col., 1999) i el fet que aproximadament la 

meitat de les seqüències identificades en aquest repertori no compleixen amb el motiu 

d’unió a DR4. S’ha descrit que en absència d’Ii, els DR recent sintetitzats i translocats a 

l’ER, són inestables i queden retenguts (Busch R i col., 1996) fins que ocasionalment 

uneixen un lligand que els estabilitza, permetent la seva sortida a la superfície cel.lular, o 

bé són degradats. L’heterogeneïtat i la poca abundància de la majoria de les espècies 

moleculars detectades en aquest repertori augmenta la dificultat de la seva identificació 

degut als límits de sensibilitat de la tècnica emprada, però els pocs lligands identificats 

presenten característiques molt particulars. La majoria de seqüències deriven dels 

extrems N- o C-terminals de proteï nes citosòliques. La meitat dels lligands citosòlics no 

respecten el motiu d’unió a DR4 i l’altre meitat ho fa però amb una afinitat teòrica mitja 

menor que l’obtinguda quan s’expressa Ii i/o DM. Aquestes particularitats suggereixen 

que aquests lligands podrien associar-se a DR4 en l’ER on s’han descrit canals com el 
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complex TAP o el transposó Sec61, que permetrien l’arribada de pèptids citosòlics a 

l’abast de les DR4, i on l’ambient físico-químic i les chaperones residents difereixen molt 

dels de la via endocítica. Un dels lligands identificats en aquestes cèl.lules deriva d’una 

proteï na de la superfície cel.lular i respecta el motiu d’unió amb DR4. Aquest podria ser 

un exemple de pèptids que podrien associar-se a les molècules DR4 recirculants des de 

la superfície cel.lular cap a la via endocítica. La inestabilitat dels complexes DR4-pèptid 

formats a l’ER, facilitaria l’intercanvi dels lligands adquirits en aquell compartiment per 

d’altres abundants en la via endocítica, com el determinant de les MHC I. La limitació en 

el nombre de lligands d’aquest tipus (“intercanviats”) i l’abundància de compartiments Mlb 

rics en DR4 en aquesta línia cel.lular suggereix que la majoria dels complexes DR4-pèptid 

internalitzats de la superfície cel.lular no aconsegueix l’intercanvi productiu amb un lligand 

estable, quedant acumulats en els compartiments Mlb, com pas previ a la degradació.  

Tot i que no s’ha descrit una situació fisiològica comparable a aquest model, 

l’estudi de la línia DR4 podria reflectir l’escenari trobat a la superfície de les vacunes 

epitelials transfectades amb MHC II singènic, assajades en models animals d’immunitat 

anti-tumoral (Zarour HM i col., 2000; Jager E i col., 2000) o bé, a la superfície de les 

APCs tímiques dels ratolins KO per Ii i DM (Kovats S i col., 1998). En aquests ratolins 

doble KO, es produeix una reducció dels complexes MHC II-pèptid a la superfície de les 

APCs tímiques que dóna lloc a la selecció d’un repertori de cèl.lules T CD4+ molt reduï t ,  

fet que s’ha relacionat amb la inestabilitat de la majoria dels complexes. És possible que 

només els lligands intercanviats durant el reciclatge de les MHC II en la via endocítica, 

que compleixen els requisits de seqüència i afinitat per DR4, tinguin una vida mitja prou 

llarga per a permetre la selecció d’alguns timòcits, deixant a la resta de timòcits morir per 

negligència. Contràriament, a perifèria, les cèl.lules epitelials transfectades amb MHC II i 

B7 sense Ii ni DM, s’han descrit com a inductores potents de la resposta T CD4 anti-

tumoral (Zarour HM i col., 2000; Jager E i col., 2000). La diferència entre la capacitat de 

les cèl.lules epitelials MHC II+ d’aquests estudis es podria explicar per les diferències en 

els requisits de reconeixement en el microambient tímic i a perifèria, encara que no es 

poden descartar diferències en la dependència d’Ii i DM per assolir l’estabilitat dels dos 

al.lels emprats, o bé a diferències en nivells d’expressió entre les cèl.lules d’expressió 

constitutiva de classe II i les cèl.lules que expressen classe II per transfecció.   

 L’estudi sobre les influències de l’expressió d’Ii en absència de DM realitzat en la 

línia DR4Ii, permet confirmar, en el context de les cèl.lules endocrines, les diverses 

observacions de treballs anteriors pel que fa al rol d’aquesta chaperona en altres tipus 

cel.lulars (Cresswell P i col., 1996). En les cèl.lules RINm5F, l’expressió d’Ii facilita la 

sortida dels dimers DR4 de l’ER i la seva arribada a la superfície cel.lular (Brachet V i col., 

1997). Amb la presència d’Ii, l’adquisició del pèptid antigènic en l’ER queda impedida per 

la unió d’aquesta chaperona al solc d’unió a antigen de les DR4 que no tornarà a quedar 

lliure per associar pèptid fins que es produeixi la degradació d’Ii a la via endocítica. Al 

igual que les MHC II d’altres APCs mutades on la interacció de les MHC II i DM està 
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impedida (Riberdy JM i col., 1992),  la majoria dels complexes DR4-pèptid a la superfície 

de les cèl.ules DR4Ii són inestables i es troben associats al pèptid CLIP (Serradell L i col., 

1999). La dominància d’aquestes seqüències sobre la resta de lligands ha permès la seva 

identificació per degradació d’Edman. Aquesta dominància suggereix que en absència de 

DM, el reciclatge d’una part dels complexes DR4-CLIP des dels compartiments 

primerencs de la via endocítica es produeix amb una cinètica prou ràpida per impedir 

l’alliberació espontània del CLIP o l’intercanvi amb altres lligands presents en la via. 

D’altra banda, la detecció en el repertori d’un nombre semblant d’espècies moleculars a 

l’observat en absència d’ambdues chaperones (cèl.lules DR4) indica que al menys alguns 

complexes DR4-CLIP s’alliberen de CLIP en la via endocítica, permetent l’associació 

d’altres lligands. Els pocs pèptids diferents del CLIP identificats deriven de proteï nes 

exògenes i endògenes. Mentre la fetuï na, únic lligand exògen, es troba representat per un 

grup de pèptids retallats, les proteï nes endògenes de la superfície o citosòliques, es 

troben representades per una única seqüència.  L’augment de la proporció de lligands 

exògens i de superfície, i la desaparició de les seqüències N- i C-terminals en comparació 

amb el repertori associat a DR4 en absència d’Ii i DM, recolza l’adquisició d’aquests 

lligands a la via endocítica. A més, el fet que les cèl.lules DR4Ii tinguin augmentada la 

densitat de Mvbs i que més d’un 15% del repertori en aquestes cèl.lules presenti una 

longitud superior als 30 AA,  suggereix que la majoria de seqüències diferents de CLIP 

s’associarien a DR4 en els compartiments EE o Mvbs de les cèl.lules endocrines.  

 La sobreexpressió d’Ii i MHC II en determinats tumors s’ha proposat com un 

mecanisme per suprimir la resposta anti-tumor de l’hoste (Ishigami S i col., 2001; Pulaski 

BA i col., 1998) mitjançant la reducció dels antígens presentats a la superfície cel.lular, 

que es troben dominats pel CLIP.  D’altra banda, en els ratolins KO per DM, l’expressió 

en timus d’una elevada proporció de MHC II associades a CLIP (Wolf PR i col., 1998) 

dóna lloc a un repertori de cèl.lules T reduït a perifèria que presenta un elevat potencial 

autorreactiu davant de cèl.lules singèniques del ratolí no mutat (Brocke P i col., 2002), 

suggerint que els complexes MHC II-CLIP són capaços de suportar la selecció positiva 

dels timòcits en maduració però no permeten la selecció negativa de les cèl.lules 

autorreactives.  

 La influència de la coexpressió de DM en absència d’Ii, s’ha estudiat en la línia 

endocrina que coexpressa DR4 i DM. Les cèl.lules DR4DM presenten una organització 

de la via endocítica semblant a l’observada en les cèl.lules DR4Ii i caracteritzada per 

l’augment en la proporció de Mvbs i la disminució de Mlbs, respecte les cèl.lules DR4. En 

aquestes cèl.lules, l’absència d’Ii no impedeix que part dels DR4 recent sintetitzats siguin 

estabilitzats en l’ER per algun pèptid o chaperona que permeti la seva arribada a la via 

endocítica, on DM els estabilitzarà fins a l’adquisició d’un lligand estable o fins la 

degradació. En la caracterització bioquímica de les DR4, realitzada prèviament al 

laboratori, ja s’observà que DM era capaç de catalitzar l’associació d’un percentatge 

important de DR4 a pèptids estables en absència d’Ii (Serradell L i col., 1999). En 
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aquestes cèl.lules, l’expressió de DM facilita la sortida d’una major proporció de dímers de 

DR4 del RE i indueix la retenció de DR4 i DM en els compartiments Mvbs i Mlbs. El 

repertori de pèptids associats a DR4 detectat en aquestes transfectants confirma l’efecte 

editor de DM (Ramachandra L i col., 1996; Kropshofer H i col., 1996), ja que amb la seva 

expressió es redueixen substancialment el nombre d’espècies moleculars associades a 

DR4 i apareixen els grups de pèptids retallats com a lligands habituals. En les cèl.lules 

DR4DM, els lligands identificats són iguals als detectats en les cèl.lules DR4IiDM, que 

presenten una majoria de complexes DR4-pèptid estables i per tant, formarien part dels 

lligands capaços de conferir estabilitat al complex. L’anàlisi global del repertori mostra 

que només el 54% dels pèptids de les DR4DM respecten la longitud estàndard i per tant 

la resta haurien estat adquirits en condicions de menor astringència (en absència de DM) 

o en un compartiment no endocític, generant complexes DR4-pèptid no estables. La 

importància d’Ii en la correcta biosíntesi dels complexes MHC II-pèptid també es reflecteix 

en els ratolins KO per Ii. En aquests animals hi ha un nombre reduï t  de cèl.lules T i B a 

perifèria que expressen nivells baixos de MHC II com a conseqüència de la ineficiència 

del transport de les MHC II de nova síntesi. D’acord amb els resultats d’aquest treball, la 

capacitat de presentació d’alguns antigens decreix en les APCs d’aquests animals mentre 

que d’altres son presentats igual que en els animals no mutats (Bikoff EK i col., 1993; 

Viville S i col., 1993). 

  En contraposició amb els anteriors, el repertori associat a DR4 en les cèl.lules 

DR4IiDM és més homogeni tant pel que fa a l’estabilitat com a la longitud dels lligands, ja 

que més del 70% respecten la longitud estàndard dels lligands per MHC II.  

Paral.lelament a l’augment de l’estabilitat, també s’incrementa la restricció en longitud 

dels pèptids associats a DR4 i la proporció de Mvbs a la via endocítica. Aquestes dades 

demostren que la presència de l’Ii facilita que una proporció més important de les DR4 i 

DM colocalitzi en els Mvbs, on els pèptids generats presentarien les característiques 

adequades per a la formació de complexes estables. El fet que la proporció de Mvbs 

augmenti en el citoplasma de les diferents transfectants paral.lelament a l’aparició de 

complexes estables a la superfície, recolza aquesta hipòtesi que assenyala als Mvbs com 

el compartiment “preferit” per la captació de lligands per les MHC II en les cèl.lules 

endocrines. Aquests compartiments ja s’han postulat com a MIIC preferents en altres 

línies cel.lulars com les cèl.lules B i les cèl.lules dendrítiques (Kleijmeer M i col., 2000; 

Lankar D i col., 2002). A més, són els únics endosomes tardans amb capacitat per 

fusionar-se amb la membrana cel.lular i exportar els complexes MHC II-pèptid (Raposo G 

i col., 1996; Kleijmeer MJ, 2001) i amb capacitat per fusionar-se amb grànuls de la via 

secretora (Arkema i col., 1991) permetent així que determinants de les molècules 

d’aquesta via siguin lligands potencials per les MHC II.  

Els estudis sobre la reorganització de la via endocítica, en les cèl.lules B i en les 

cèl.lules dendrítiques, mostren com en estat de repòs cel.lular els Mlbs actuen com a 

magatzems de molècules DM i MHC II. Durant l’activació, aquests compartiments podrien 
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transferir el seu contingut als Mvbs de nova formació, ja que minuts després la majoria de 

les MHC II i DM es localitzen en compartiments Mvbs abans de ser exportats a la 

superfície per vesícules de transport retrògrad (Kleijmeer MJ, 2001; Lankard D i col., 

2002).  Dins d’aquest esquema, els compartiments Mlbs actuarien com a magatzems de 

les molècules implicades en la presentació d’antigen per MHC II, que quan és necessari, 

poden ser reciclades cap als Mvbs pel carregament del pèptid. El transport retrògrad de 

molècules  dels Mlbs fins a la superfície cel.lular és molt poc probable i l’ambient altament 

proteolític d’aquests compartiments suggereix que és més probable la degradació, que no 

pas formació, de lligands per les MHC II.   

La disminució de l’expressió de DM s’ha postulat com un mecanisme que 

afavoriria el manteniment de la resposta en artritis reumatoide afavorint la presentació 

d’un rang major d’autoantigens (Louis-Plence P i col., 2000). Recolzant aquesta hipòtesi, 

un altre treball mostra com en l’esclerosi múltiple, l’expressió de DM impedeix la 

presentació de d’autoepitops de la MBP a les cèl.lules T ( Arndt SO i col., 2000). En 

tiròcits de pacients amb Graves-Basedow l’expressió de DM també s’ha demostrat inferior 

a la detectada en cèl.lules B però suficient per impedir la presentació a la superfície dels 

tiròcits de complexes DR4-CLIP(Catálfamo M i col., 1999). Per tant, seria possible que en 

cèl.lules endocrines la regulació dels gens de MHC II, diferent a la d’altres tipus cel.lulars, 

facilités la presentació d’un major rang d’autoantigens. Mitjançant assajos funcionals amb 

clons T aï llats d’infiltrats autoimmunitaris s’ha demostrat que el processament i la 

presentació de determinats lligands és dependent de llinatge cel.lular i del grau de 

diferenciació de cada cèl.lula (Papadopoulos KP i col., 1996; 1997; Harris PE i col., 1996; 

Qi L i col., 2000). A més, alguns autoantigens només són generats per les cèl.lules 

endocrines i no per altres APCs (Quaratino S i col., 1996). Tanmateix, fins ara no s’han fet 

estudis comparatius dels repertoris presentats pels diferents llinatges cel.lulars implicats 

en respostes autorreactives.  

En la segona part d’aquest estudi s’ha comparat la línia DR4IiDM, com a model 

de cèl.lula endocrina, amb una línia B-LCL homozigota per DR4 com a model de cèl.lula 

amb expressió constitutiva de MHC II. L’elecció de la B-LCL com a model es basà en 

l’ampli coneixement existent sobre els mecanismes de processament i presentació 

d’antigens en aquest tipus cel.lular.  

Els repertoris peptídics associats a DR4 en la LCL i en les cèl.lules DR4IiDM 

mostren característiques generals semblants, amb pèptids que abarquen el mateix rang 

de masses, on aproximadament el 70% dels lligands presenten la longitud estàndard dels 

lligands de les MHC II. Igualment, el 85% de les seqüències identificades en els dos 

repertoris deriven de proteï nes autòlogues, mentre que els lligands d’origen exògen tenen 

poca representació en els dos tipus cel.lulars. En ambdós casos, els lligands identificats 

respecten el motiu d’unió de DR4 (Chizc RM i col., 1993), resultant en complexes DR4-

pèptid estables (Serradell L i col., 1999). Tot i aquestes semblances s’han detectat 

diferències importants en l’origen dels lligands presentats i en el nombre de seqüències 
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que composen els diferents grups de pèptids retallats. En les LCLs, el 77% dels epítops 

identificats deriven de dues famílies de molècules altament expressades en les cèl.lules B 

com són les MHC I i les Ig, prèviament descrites com a lligands dominants de DR4 en 

aquest llinatge cel.lular (Rammensee HG i col., 1995). La resta de seqüències 

representen proteï nes residents en altres compartiments subcel.lulars com la via 

endocítica o el citosol. En contraposició, el repertori de pèptids associats a DR4 en les 

cèl.lules RIN-DR4IiDM deriva d’un ventall més ampli de proteï nes autòlogues tant de la 

superfície cel.lular com del citosol i de la via secretora. Tot i l’associació de l’al.lel estudiat 

a la DM1, el grau de desdiferenciació de la línia cel.lular endocrina i potser la natura 

heteròloga del sistema, ha dificultat la identificació d’epítops derivats dels autoantigens 

majoritaris de la diabetis, amb l’excepció de l’epítop de la CPH (Castaño L i col., 1991). 

D’altra banda, l’elevat nombre de lligands derivats de proteï nes de la superfície cel.lular i 

dels grànuls secretors, específiques de teixit, permet suggerir que en una situació 

d’inflamació fisiològica, les cèl.lules endocrines de les glàndules afectades presentarien 

majoritàriament determinants generats de les proteï nes més abundants. Tenint present 

que la síntesis proteica de les cèl.lules endocrines està centrada en poques proteï nes 

específiques (hormones i els enzims necessaris per a la síntesi d’aquestes) localitzades 

als grànuls de secreció regulada, és fàcil suposar que, probablement, pèptids derivats 

d’aquestes proteï nes predominin en els repertoris de lligands de les MHC II. Recolzant 

aquesta hipòtesi, el treball de Suri A i col.laboradors, en el que s’analitza un ampli 

repertori de pèptids naturalment associats a I-Ag7, demostra que no es dóna una 

correlació entre l’afinitat de cada pèptid per les I-Ag7 i la seva abundància en el repertori, 

suggerint que les quantitats en que un lligand és presentat per I-Ag7 estaria més 

condicionada als nivells d’expressió i accessibilitat d’aquestes proteï nes endògenes a la 

via endocítica que no per la seva afinitat (Suri A i col., 2002).  

Pel que fa a les B-LCL, l’elevada proporció de lligands autòlegs associats a DR4 

suggereix que les cèl.lules B en estat de repòs presents en els infiltrats autoimmunitaris 

estarien presentant antígens endògens mentre que només aquelles cèl.lules B 

específiques que haguessin internalitzat els autoantígens pancreàtics via el BCR podrien 

mediar-ne la presentació. S’ha demostrat que la interacció i internalització d’un determinat 

antigen pel BCR dirigeix els seu tràfic cap als Mvbs (Amigorena S i col., 1998) i influeix en 

el seu patró de degradació, afavorint la presentació de epítops diferents als generats per 

la internalització de l’antigen per endocitosis constitutiva (Watts C, 1997).  Per tant, és 

probable que els lligands generats per la degradació dels antigens pancreàtics en les 

cèl.lules B siguin diferents dels generats per les pròpies cèl.lules endocrines, sobretot 

tenint en compte que el patró de proteases de cada tipus cel.lular també afecta els 

lligands que es poden generar (Vidard , 1991, Fineschi, 1995, Bevec, 1996).  

Una segona diferència important és que el repetori eluit de la LCL està dominat 

per grups de lligands retallats, composats per 2-5 seqüències que presenten un core 

comú i diferents variants de longitud en els extrems N- i C-terminals. En el repertori de les 
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cèl.lules DR4IiDM, aquests grups estan formats per menys seqüències i amb una major 

variabilitat de les seqüències core. Per tant, mentre la variabilitat en els lligands de la LCL  

queda limitada als extrems flanquejants (PFR) de la regió core, la variabilitat en el 

repertori presentat per les cèl.lules endocrines es reparteix de manera igual entre els 

extrems flanquejants i les seqüències core. S’ha demostrat  que la presència d’abundants 

seqüències amb diferents PFRs indueix un augment del reconeixement per les cèl.lules T 

(Carson RT i col., 1997) i que les MHC II s’agrupen en microdominis a la superfície 

cel.lular de les cèl.lules B, de manera que les diferents seqüències retallades derivades 

d’un mateix antigen s’exposen localitzades en un mateix punt de la superfície, facilitant el 

reconeixement i l’activació de les cèl.lules T (Kropshofer H i col., 2002). A més, els PFRs 

poden fer variar el tipus d’activació assolida, ja que variants en longitud d’un determinat 

lligand poden actuar com agonistes parcials (Vidal K i col., 1996). Així doncs, les 

diferències en els PFRs dels lligands generats pels dos llinatges cel.lulars estudiats 

també podrien influï r en el repertori de cèl.lules T activat i el tipus d’activació exercida per 

les dues APCs. La producció d’aquests PFRs és altament dependent de les 

exopeptidases presents en la via endocítica (Nelson CA i col., 1996) i de l’estructura 

terciària de  l’antigen (Landry S i col., 2000), per tant pot variar fàcilment entre els 

diferents estats d’activació i de diferenciació de les cèl.lules que actuen com a APCs.  

Les diferències en els repertoris presentats pels dos tipus cel.lulars limiten l’opció 

que les cèl.lules B actuï n com les primeres APCs que activarien les cèl.lules T 

autorreactives i assenyalen l’opció prèviament anotada en que  les cèl.lules dendrítiques i 

els macròfags serien les APC professionals amb capacitat de presentar per MHC II els 

antigens desencadenants de l’autorreactivitat (Dongre A i col., 2001). En les 

interpretacions d’aquesta comparació no es pot oblidar que la transformació de les 

cèl.lules B amb l’EBV, indueix moltes variacions en el metabolisme de les cèl.lules hoste 

com la sobreexpressió de les MHC (Pai S i col., 2002; Staege MS i col., 2002), que 

podrien alterar el repertori de lligands presentats en comparació amb les cèl.lules B 

fisiològiques presents en els teixts. L’elevada quantitat de cèl.lules necessàries per als 

experiments d’anàlisi dels repertoris presentats per les MHC II ha dificultat l’estudi de 

models més fisiològics. L’únic treball sobre el repertori presentat per les cèl.lules B de la 

melsa d’un pacient amb artritis reumatoide indicava, tot i les limitades seqüències 

identificades, que els lligands més abundants en les MHC II purificades de la melsa 

derivaven de molècules endògenes de la membrana cel.lular i en menor proporció de 

proteï nes exògenes. Únicament s’identificaren dues seqüències d’origen citosòlic, i per 

tant, els resultats semblaven confirmar la dominància del repertori de lligands de les MHC 

II per epítops derivats de proteínes de la superfície (Gordon RD i col., 1995) situació 

semblant a l’observada en les LCL, d’aquest i d’altres estudis.  

Tot i les diferències evidents en les proteï nes origen dels lligands de DR4 de les 

cèl.lules endocrines DR4IiDM i de les LCLs, la via endocítica d’ambdós tipus cel.lulars 

presentava una organització semblant, siguent més abundants els compartiments 
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clàssicament considerats com a MIICs. L’elevada homologia morfològica i en la cinètica 

d’internalització de BSA dels compartiments de les dues cèl.lules recolza una funcionalitat 

semblant dels MIIC Mvb i Mlb. L’elevada quantitat d’Ii nativa present a la superfície de la 

cèl.lula endocrina en comparació amb l’observada en la LCL, suggereix que la 

importància de les diferents vies d’entrada a la via endocítica descrites pels complexes 

DR4-Ii de nova síntesi, directament als EE o indirectament per internalització des de la 

superfície, difereix entre els dos tipus cel.lulars. Aquesta diferència però no impedeix que 

les tres molècules implicades en la presentació antigènica per MHC II: DR4, Ii i DM 

colocalitzin en els Mvbs, assenyalant-los com a MIIC preferents en els dos llinatges 

cel.lulars. A més, els Mlbs es caracteritzen per l’absència d’Ii mentre mantenen la 

colocalització de MHC II i DM, en les dues cèl.lules. L’abundància de lligands de DR4 

citosòlics i secretats en la cèl.lula endocrina suggereix que en aquest llinatge cel.lular 

l’accés d’aquestes proteï nes als MIICs és més eficient que en les LCL. Si els mecanismes 

de translocació de proteï nes del citosol als lisosomesque es trobessin augmentats en les 

cèl.lules endocrines facilitarien la presentació d’aquest tipus d’epítops. D’altra banda, 

l’expressió diferencial de DO en les LCL (Taxman D i col., 2000, JI) i no en les APCs no 

professionals (Walter W i col., 2000) també influeix en la composició del repertori associat 

a DR4, modulant l’acció de DM (Jensen PE i col., 1998; Kropshofer H i col., 1999), 

afavorint la presentació dels antigens internalitzats pel BCR en front dels antigens captats 

per endocitosi de fluid, i promovent la presentació de complexes DR4-pèptid estables. A 

més la localització del complexe de DM-DO (Kropshofer H i col., 1998) en la via 

endocítica ve determinat primerament per les senyals presents en la cadena DMβ que 

guien el complex fins als endosomes (Copier JP i col., 1998) i en segon lloc per les 

senyals de la cua citoplasmàtica de DOβ que afavoreix la localització del complex a la 

membrana perifèrica dels Mvbs (van Lith M i col., 2001) poguent condicionar els lligands 

acceptats.  

Així doncs, mecanismes de degradació i transport intracel.lular específics de 

llinatge cel.lular poden ser cabdals en la formació dels repertoris que s’associï n a les 

molècules de MHC-II per la seva expressió en superfície. Aquestes diferències són 

especialment rellevants en processos que involucren interaccions entre cèl.lules epitelials 

i limfòcits T, com poden ser l’autoimmunitat endocrina i també la pròpia selecció positiva o 

negativa en el timus. 
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CONCLUSIONS 

 

Objectiu 1 

 

1. En la línia endocrina RINm5F, l’expressió d’Ii afavoreix l’arribada de DR a la supefície 

cel.lular 

2. L’expressió de DM en absència d’Ii en la línia RINm5F, facilita la sortida de DR de l’ER 

i indueix una retenció de DR4 a la via endocítica  

 

Objectiu 2 

 

1. L’expressió de DR4 indueix una reorganització a la via endocítica de les cèl.lules 

RINm5F afavorint la formació de compartiments MIIC de tipus Mlb 

2. La coexpressió de DR4 amb la Ii o amb DM afavoreix la formació de compartiments 

MIIC de tipus Mvb i Mlb, en la línia RINm5F 

3. En les cèl.lules endocrines RINm5F, la expressió de DR4 conjuntament amb Ii i DM 

afavoreix la formació de compartiments MIIC de tipus Mvb. 

4. La proporció de Mvbs augmenta en les cèl.lules endocrines que presenten complexes 

MHC-pèptid estables a la superfície. 

5. El nombre de Mlbs augmenta en les línies endocrines que presenten complexes MHC 

II-pèptid inestables  

6. DR4 es localitza al llarg de tota la via endocítica però s’acumula preferentment en els 

MIIC, en totes les cèl.lules RINm5F transfectades independentment de l’expressió d’Ii 

o DM. 

7. En la línia RINm5F, al menys un terç de la Ii nativa arriba a la via endocítica 

internalitzada des de la superfície cel.lular i és degradada a nivell de Mvbs 

8. Quan s’expressa per transfecció HLA-DM en les cèl.lules endocrines RINm5F, 

aquesta s’acumula preferentment en els compartiments MIIC, independentment de 

l’expressió d’Ii 

 

Objectiu 3 

 

1. El 85% dels pèptids identificats del repertori associat a DR4 en les cèl.lules DR4IiDM 

deriven de proteïnes autòlogues, tant de la superfície com citoplasmàtiques 

2. Una proporció important dels lligands identificats de DR4 en la línia DR4IiDM deriven 

de proteínes específiques de teixit, i en molts casos de la via secretora. 

3. Els lligands de DR4, quan és expressat en absència de les chaperones de classe II, 

són majoritàriament autòlegs i derivats d’extrems N- i C-terminals de proteïnes 

citoplasmàtiques. 
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4. Amb la coexpressió d’Ii en absència de DM, el repertori de DR4 està dominat per les 

seqüències de CLIP, tot i que també hi ha un ventall ampli de pèptids poc 

representats derivats majoritàriament de proteïnes citoplasmàtiques i exògenes. 

5. En les cèl.lules endocrines, la chaperona HLA-DM restringeix el pool de lligands de 

DR4 pel que fa al número, a l’origen i als requisits de seqüència, independentment de 

l’expressió d’Ii. 

6. En la línia RINm5F, l’expressió d’ambdues chaperones afavoreix un repertori de DR4 

més homogeni, en seqüència i longitud dels pèptids, reflectint la major astringència 

de la selecció 

 

Objectiu 4.  

 

1. En les LCL i en les cèl.lules endocrines RINm5F que expressen DR4, Ii, i DM, la 

majoria dels lligands de DR4  són d’origen endogen.  

2. El repertori associat a DR4 en la B-LCL  està format per diversos grups de pèptids 

retallats derivats majoritàriament de MHC I i Ig de la superfície cel.lular. 

3. El repertori de DR4 de les cè.l.lules DR4IiDM presenta una major variabilitat que el de 

les B-LCL, pel que fa a les poteïnes origen dels lligands, i als residus usats 

preferentment com a ancoratges al dímer DR4.  

4. En les B-LCL la variabilitat de les PFR dels lligands de DR4 és més elevada que en 

els de la línia DR4IiDM 

5. La via endocítica presenta una organització semblant  en els dos tipus cel.lulars amb 

una majoria de compartiments MIIC. 

6. La localització i distribució de DR4 és homòloga en els dos tipus cel.lulars amb una 

acumulació preferent en els MIIC de tipus Mvb. 

7. La línia DR4IiDM presenta una major proporció de Ii que es localitza a la superfície 

cel.lular que les B-LCL. A la via endcítica la Ii s’acumula bàsicament en 

compartiments de tipus EE i MIIC Mvb. 

8. La chaperona DM es distribueix pels Mvbs i Mlbs dels dos tipus cel.lulars, però en la 

LCL es localitza en la membrana perifèrica dels Mvbs mentre que en la cèl.lula 

endocrina es localitza en les membranes internes i també en la perifèrica d’aquests 

endosomes. 
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