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4.RESULTATS

Donat que l'aproximacié anterior és descriptiva, per tal de quantificar la proporcid de
cél-lules B involucrades en el reconeixement d’antigens propis de la glandula, s'ha dut a
terme un abordatge paral-lel a I'anterior en cél-lules en suspensié derivades de digestions
enzimatiques i mecaniques de tiroides. S’han utilitzat limfocits intratiroidals (ITLs) de sis
glandules i linies de limfocits intratiroidals immortalitzades amb virus d’Epstein barr
(ITLs/EBV) de dues glandules més. Els assajos d’unié a antigen fets en ITLs (figura 32)
demostren que el percentatge de cél-lules que reconeixen Tg-bio esta entre el 5 i el
33,05% i el que reconeix TPO-bio entre el 7,02 i el 36,7%, en funcié del nombre de
cél-lules B presents en el total de l'infiltrat. Els assajos de bloqueig, que s’han realitzat de
forma similar als descrits en I'anterior apartat, han suprimit absolutament la capacitat del
limfocits B de reconéixer les hormones marcades, cosa que demostra |’especificitat de
I'assaig. Amb les linies ITLs/EBV generades, encara que s’han utilitzat els mateixos
protocols, no s‘han pogut reproduir els resultats, donat que després d'incubacié durant
una hora amb antigen i posterior selecci6 magnética, l'aspecte final és de cel-lules
apoptotiques amb un patré de mida/granularitat tipic d’aquest estat de mort cel-lular
programada.

Fig. 32 Especificitat antigénica de les cél-lules B intratiroidals. Citofluorimetria que mostra els
percentatges de cél-lules B intratiroidals capaces de recongéixer especificament dos dels
autoantigens usats (Tg-Bio i TPO-Bio). Els percentatges que s’indiquen a la part superior estan
calculats respecte el total de cél-lules infiltrants mentre que els inferiors estan calculats sobre
el percentatge de cél-lules B.
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4.6.3 Les cel-lules B intratiroidals son capaces de produir anticossos
anti-Tg i anti-TPO in vitro

Els resultats anteriors s’han reconfirmat mitjancant la generacié de linies i de clons de
cel-lules B intratiroidals immortalitzades de les quals es pugui estudiar la seva
especificitat antigénica del seu receptor. Aixi, s'han seleccionat quatre tiroides en funcié
dels titols d’autoanticossos sérics (amb un index d'infiltracié superior al 30%), s’han
separat els limfocits intratiroidals per gradient de densitat i s'han fusionat amb
I'hneterohibrid huma F3B6 en preséncia de cél-lules mononuclears de sang periférica
autdlogues irradiades. Aquest abordadge permet obtenir linies cel-lulars i clons en
creixement continu generadors de receptors BCR humans amb la mateixa especificitat
que les cél-lules ITLs inicials. Les linies de tres (HT385, GD429 i GD431) de les quatre
fusionades s’han criopreservat en “bulk” mentre que les del GD426 s’han mantingut en
cultiu durant una setmana. De la fusié 426F3B6 s’han generat 140 linies cel-lulars (figura
33) de les quals, en un primer cribatge, 93 (66%) sén secretores d'immunoglobulines en
cultiu (sense discriminacié entre IgMs i IgGs) a unes concentracions entre 7,5-10ng/ml.
La dosificacié d'anticossos s’ha repetit amb sobrenedant obtingut una setmana després
del primer cribatge ja que la preséncia de cél-lules plasmatiques en el cultiu inicial podia
fer sobrevalorar el nombre de linies productores i els resultats inicials s'han confirmat.
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Amb els sobrenedants positius, i per tenir una visio del percentatge de cel-lules B
autoreactives a la glandula, s’ha fet un cribatge per preséncia d’anticossos anti-Tg i anti-
TPO. De les 93 linies secretores d’Igs algunes (25 de 93; 26,9%) s’han considerat
clarament productores d‘anti-Tg o anti-TPO i altres (50 de 93; 53,8%) secreten aquests
anticossos a dosis baixes per la qual cosa no s’han seguit estudiant. De les productores
s’han obtingut 8 linies positives per anti-Tg (8,6%) i 10 linies positives per anti-TPO
(10,7%). Cal comentar que una d'elles secreta anticossos anti-Tg i anti-TPO alhora (anti-
TgPO).

| 426/F386 | | 140 tinies |

1er | 2on cribatges

47 lintes no productores Ej_{%‘ 93 linies productores
[Igs]<50 ng/mi) [Igsj>50 ng/mi)

S
(59

8/93 linies (8,6%)
Igs ant-Tg .| 18 linies productores 75 limes productores
‘2>> [Igs]>75 ng/mi) 75>[Igs]>50 ng/mi)

10/93 linies (10,7%) [( clonatge
Igs anti-TPO

137 clons
[Igs]>75 ng/ml)
LiNIA Tg+  TPO+ Tg+TPO+
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426.1410. T +,1 - -
426.181. 7471 - -
426.1C7. - s -
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426.1G2. ¥ % - -
426.1D11. - - -
426.1G4. - “ 4 -
426.1H8. 2 4.4 - -

) 426.241. S+ - -
426.2A6. .+ - .
426.2B1. - + .
4262H5. T+
426.2H4. - + .

Fig. 33 Especificitat antigénica de les linies de cél-lules B generades per fusié. a: Estratégia
seguida i resultats del cribatge de les linies B hibrides mitjangant ELISA per deteccid de
secrecid d'Igs totals, anti-Tg i anti-TPO. b: Taula de 'especificitat antigénica de cada linia. En
color marré es marquen aquells clons en els que s’ha detectat una doble reactivitat.

El clonatge de les 18 linies autoreactives ha generat 137 clons, la meitat dels quals s’han
re-testat i s'ha confirmat la secrecidé d'immunoglobulines totals in vitro. El 81,02% (111
clons dels 137 en creixement) han seguit secretant Igs en sobrenedant. En 41 clons s'ha
reconfirmat la produccié in vitro d‘anticossos anti-Tg i anti-TPO per ELISA. Els resuitat i
percentatges finals es resumeixen a la figura 34. Cal comentar que el 9,7% s’'han
mantingut sintetitzant anticossos contra els dos antigens alhora.
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Fig. 34 Especificitat antigenica dels clons de cél-lules B generades per fusié. a: Estratégia
seguida i resultats del cribatge dels clons B hibrids mitjangant ELISA per deteccidé de secrecid
d’Igs totals, anticossos anti-Tg i anticossos anti-TPO. b: Taula en
'especificitat antigénica de cada clon. En color marré es marquen aquells clons en els que s’ha
detectat una doble reactivitat.

la que es mostra
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4.7 LES CEL-LULES B INTRATIROIDALS SON OLIGOCLONALS

L'amplificacié per PCR a temps real de la regico CDR3 de les cadenes pesades de les
immunoglobulines, formada pel reordenament dels segments geénics V(D)J, permet
identificar patrons de clonalitat quan s’estudien les Tm en funcié de l'alliberament de
fluorescencia incorporada. Usant aquest abordatge amb gDNA de cél-lules B intratiroidals
separades per “cell sorting” de digestions de glandules i comparant els resultats amb el
patré del gDNA de la sang periférica dels mateixos malalts, hem observat que en el perfil
dels primers s’observen com a maxim 3 pics individualitzats de fluorescéncia (que es
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periférica s‘observa un patré representatiu de totes les combinacions possibles (figura
35).

Aquest mateix abordatge s’ha utilitzat en l'estudi dels reordenaments de les Igs dels
hibrids generats a partir de les fusions de F3B6 amb els limfocits B intratiroidals. Els
resultats de la PCR a paartir de cDNA demostren que es troben com a maxim 4
temperatures de melting diferents que es correspondrien amb 4 combinacions diferents
dels segments V(D)J i que existeix una correlacié absoluta entre la Tm de cada clona i la
linia clonal de la qual prové, és a dir, tots els clons generats a partir de la linia 1A10
tenen una Tm de 89,399C; els provinents de la 1Bl de 86,4°C; els generats a partir
d’1C7 de 89,86°C i els derivats d'1G2 tenen una Tm de 84,14°C (figura 35). Els
productes de PCR analitzats en gel mostren diferents mobilitats electroforétiques que
oscil-len entre 69 i 169bp.

Fluorescence -d(F1)/dT

18 ¥ v ¥ 1 v | V g ] v ] 1 ] 1 v g ) i 1 ] ) '
740 780 760 770 780 700 §00 910 820 B0 G0 650 600 870 8O0 BY0 900 WO 920 W0 940 050 980

Temperature {°C)

clons derivats de la linia clonal 1C7
clons derivats de la linia clonal 1A10

~~~~~~~~~~~~~~~ clons derivats de la linia clonal 181

Fig. 35 Analisi de la clonalitat de les cél-lules B infiltrants de la tiroide. Grafic que mostra la
corva de melting de Vamplificacié del CDR3 de diversos clons. Els provinents de cada linia
clonal estan representats en diferents tons d'un mateix color. Les finies verticals (blava,
vermella i verda) indiquen respectivament les diferents temperatures de melting de les
diferents linies clonals (1C7, 1A10 1 1B1).

4.8 ELS REORDENAMENTS DELS GENS DE LES IGS DE LES CELLULES B
INTRATIROIDALS PRESENTEN UNA SELECCIO DIRIGIDA PER ANTIGEN

La possible direccid per antigen dels receptors de les cél-lules B s'ha estudiat per
seqiienciacido del CDR3 dels clons hibrids dels quals també s'ha determinat I'especificitat
antigénica contra els antigens tiroidals. Aixi hem observat que existeix una utilitzatcié
molt restringida dels diversos segments génics distribuits de la segiient forma: 1 clon
dels 10 estudiats presenta el reordenament V3-D3-]4, 2 clons dels 10 sén V3-D5-14 i 7
clons dels 10 sén V4-D3-34. Per tal d‘estudiar la possible direccid per antigen d'aquests
receptors, s’han comparat les sequéncies amb la de la linia germinal més similar i s’ha

ocbservat que presenten insercions entre els segments D i J que comporten modificacions
aminoacidiques.
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4.9 ALS FOL-LICLES LIMFOIDES INTRATIROIDALS S’EXPRESSEN MOLECULES
D’ADHESIO I ENDOTELIALS INVOLUCRADES EN L’ESTRUCTURACIO DELS TEIXITS
LIMFOIDES TERCIARIS

La transformacié de les vénules post-capil-lars a venules d’endoteli alt (HEVs) i
I'expressié d'algunes molécules d’adhesié s’han involucrat en l'arribada dels leucdcits als
teixits limfoides secundaris i en l'estructuracié posterior de follicles amb centres
germinals. Utilitzant anticossos contra CLA-1 (identificat com un carbohidrat lligand de I’
L-selectina, CD62L.) en tincions dobles amb anticos anti-factor VIII de |'endoteli sobre
seccions de criostat de tiroides de malalts amb autoimmunitat tiroidal, hem observat la
preséncia de petites veénules d’endoteli alt en [linfiltrat difis i HEVs molt més
desenvolupades envoltant els fol-licles limfoides secundaris. Les analisis morfométriques
de larea ocupada per aquestes estructures respecte el total de Varea de la tiroide
indiquen que al voltant del 20% de capil-lars s6n alhora CLA-1*FVIII* (figura 36). Cal
comentar que el patré de tincido d’ambdues molécules no és exacte: en les HEVs, CLA-1
es detecta a tota la cél-lula, perd la molécula s'acumula sobretot a la zona corresponent a
la llum de l'endoteli, mentre que el factor VIII té una distribucio cel-lular meés uniforme,
cosa que fa que la colocalitzacid de colors en les imatges no sigui perfecta.

Al marge de les cél-lules endotelials, s’han identificat també limfocits T CD3*CLA-1* en
arees on la infiltracié limfocitica és abundant. Les glandules tiroidals sense patologia
autoimmunitaria i les procedents de donants d’organs no presenten HEVs ni limfocits
CD3*CLA-1".

A les tiroides amb fol-licles limfoides intratiroidals hem estudiat també la distribucié de
les molécules d'adhesié de la superfamilia de les immunoglobulines ICAM-3 (CD50) i
d'ICAM1 (CD54). Aquests lligands d'integrines es troben distribuits de forma similar al
que s’havia descrit en amigdales palatines i en altres organs limfoide secundaris. Aixi,
ICAM-3 es detecta com a una tinci6 de membrana principalment en les cél-lules que
formen part del mantell cel-lular dels fol-licles limfoides (tant a limfocits T com B) i també
en les arees adjacents. Algunes ceél-lules que formen part del centre germinal, tant
centroblastes com centrocits, sén també positives per CD50. Al contrari del que s”ha
descrit per ICAM-3, ICAM-1 es troba molt més restringit a l'interior del centre germinal i
sobretot a la zona ocupada per les cél-lules dendritiques fol-liculars, cosa que explicaria la
mida superior d‘algunes cél-lules CD54" en molts casos. La zona del mantell fol-licular
expressa nivells baixos de CD54 o negatius.

Fig. 36 Preséncia de vénules d’endoteli alt i expressié de molécules d’adhesié als fol-licles
limfoides de les tiroides. a i b: distribucid de les vénules d’endoteli alt (HEVs) identificades
com a estructures CLA-1* (a) al voltant dels fol-licles limfoides tiroidals (circumscrits a
l'interior de les linies discontinues) i de la resta d’estructures endotelials factor VIII* (b); c:
Microfotografia ampliada de les imatges superposades en les que demostra la colocalitzacié en
la mateixa cél-lula d’'ambues molécules; d-g: Tincions simples amb anti-CLA-1 (verd) i anti-
factor VIII (vermell) en seccions d'un malalt amb tiroiditis de Hashimoto; h: expressio
d'ICAM-3 restringida al mantell fol-licular en els fol-licles limfoides intratiroidals i a algunes
cél-lules a l'interior del GC; f: distribucid, amb patrd reticular, d’ICAM-1 en seccions de
congelacié de tiroides amb malaltia de Graves-Basedow. GC, centre germinal; MZ, zona del
mantell fol-licular. Els augments utilitzats en cada microfotografia es mostren amb una linia
horitzontal que en tots els casos equival a 100pm.
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4.10 A LES TIROIDES ES PRODUEIXEN LES CITOCINES LTa, LTS, IFNy, EL
RECEPTOR LTBETAR I LES QUIMIOCINES CCL21, CXCL12 1 CXCL13

4.10.1 Expressio de citocines i receptors

Tal com s’ha descrit a la introduccié, algunes citocines de la familia del TNF i els seus
receptors també estan involucrats en la formacié de fol-licles limfoides encara que no es
coneix la sequiéncia temporal en la que actuen. Ja que [‘estructuracié dels foi-licies
limfoides és un fenomen dinamic i que ademés disposem de tiroides en diferents estadis
d’evolucié de malaltia autoimmunitaria, ens hem plantejat la detecci6 per RT-PCR i
posterior hibridacié del missatger de LTa, LTB, IFNy i del receptor LTbetaR en 16 mostres
de tiroides de les quals 2 pertanyen a malalts amb tiroiditis de Hashimoto, 9 de Graves-
Basedow, 3 golls multinodulars i 2 de donants sans. (figura 37). L'analisi qualitativa
mostra que:

- LTa és detectable en 9 de les 16 (56,2%) tiroides testades, de les quals 6 presenten
autoimmunitat tiroidal i només 2 pertanyen a un individu sa i a un goll multinodular.
Tot i que els assajos fets per RT-PCR no tenen caracter quantitatiu, el nivell
d’expressié de LTa sembla superior a les tiroides que als teixits utilitzats com a
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controls positius (amigdala palatina i gangli limfatic) i cal destacar que els tirdcits
purificats en un 98% expressen nivells molt elevats de LTa comparables a les
tiroides autoimmunitaries.

- El missatger per LT té un comportament similar a I’anterior ja que és present en la
meitat de les mostres (en 2 de 3 HT, en 4 de 9 GD i en 2 de 5 tiroides sense
autoimmunitat tiroidal). A diferéncia de la LTalfa, té un nivell d‘expressié alt en dos
tiroides normals mentre que a les glandules autoimmunitaries sembla que el seu
nivell pot ser molt variable i no tenir una relacié clara amb la patologia. També a
diferéncia de l'anterior citocina, LTB és d’expressi® més elevada als teixits controls
positius i és molt menor als tirocits.

- El LTbetaR és el gen més ubiquu de tots els testats (present en 15 de les 16
mostres utilitzades) i el que quantitativament sembla el més abundant. Es
detectable en totes les mostres usades com a controls, als tirdcits i a totes les
tiroides excepte en una glandula amb malaltia de Graves-Basedow en la que
justament el missatger per GAPDH és forca elevat.

- LUIFNy sembla una quimiocina que és present preferencialment a les glandules amb
autoimmunitat tiroidal (detectable en 2 de 3 tiroides amb HT i en totes les glandules
de malalts amb GD). Entre les tiroides sense autoimmunitat, es troba mRNA d'IFNy
en un goll multinodular que més endavant i per les seves peculiaritats es
considerara a la discussid. Un cop més, a la mostra provinent de tirocits en cultiu
també es detecta IFNy.

Ademés d’estudiar I'expressié de cada citocina en un conjunt d'individus compost per
diferents grups, també s’ha dut a terme l'analisi de totes les citocines a cada glandula i la
relacié d'aquestes amb la preséncia/abséncia d'infiltrat limfocitari organitzat (figura 37).
S’ha demostrat que cap de les combinacions entre citocines mostra un coeficient de
correlacié superior a 0,8. Pel que fa a I'associaci6 amb linfiltrat limfocitari, si que es
demostra una correlacidé elevada entre la preséncia de fol-licles limfoides intratiroidals i
expressié de LTa (r=0,837).
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Fig. 37 Expressio de citocines a les tiroides autoimmunitaries. a: A la taula es mostren els
resultats qualitatius de la semiquantificaci6 de les citocines per RT-PCR i hibridacié. ELF:
fol-licles limfoides ectopics. b: Expressié de les citocines que s‘indiquen i del gen d’expressié
constitutiva GAPDH en tiroides amb tiroiditis de Hashimoto (HT), Graves-Basedow (GD), goll
multinodular (MNG) i controls sans (ND). PT, amigdala; LN, nodul limfatic; TIR, tirdcits
cultivats 24 hores; C-, control negatiu. c: Grafic que representa l'expressié de les citocines a
nivell qualitatiu en cada glandula en la que cada rectangle equival a una citocina. Les tiroides
estan agrupades en funcié de I'expressid de les citocines.
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4.10.2 Expressio de quimiocines

El patré de quimiocines relacionades amb |'estructuracié dels centres germinals canonics
i ectc‘)pics involucra sobretot les quimiocines homeostatiques CXCL12, CXCL13 i CCL21.
La preséncia de les esmentades molécules s’ha estudiat tant a nivell de transcnpcuo
génica per RT-PCR i hibridaci6 amb oligosondes, com a nivell de produccié de proteina
per immunofluorescéncia indirecta en 11 glandules de les quals 2 es consideren no
patologiques i la resta presenten autoimmunitat tiroidal. En les darreres, els resultats es
detallen en funcié de la preséncia/abséncia de fol-licles limfoides ectopics intratiroidals.
Els resultats (figura 38) mostren que:

CCL21, és d’expressié constitutiva a totes les glandules sense distincié de patologies
encara que quan s’estudia per PCR semiquantitativa sembla més abundant en les
tiroiditis de Hashimoto. La proteina es detecta en totes les tiroides amb
autoimmunitat perd no en els controls sans i s‘observa distribuida de forma similar a
les vénules d’endoteli alt (CLA-1%) en estructures situades al voltant dels fol-licles
limfoides ectdpics o en arees d‘abundant infiltracié. L'analisi morfometrica dels
endotelis CLA-1* feta sobre seccions consecutives demostra que el 30% son
CCL21*. La distribucié intracel-lular de la quimiocina no sembla relacionada amb la
polaritzacié de I'endoteli a diferéncia del que té lloc amb la distribucié de CLA-1.
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CXCL12 a nivell d’'mRNA és present a totes les glandules amb autoimmunitat pero
també es detecta en menor nivell a les tiroides d‘individus donants sans i de golls
multinodulars. Per immunohistoquimica, CXCL12 s’observa en les 3 glandules amb
tiroiditis de Hashimoto i en 3 de 6 Graves-Basedow i es detecta en grups de cel-lules
grans d’aspecte similar als fibroblastes situats en zones amb un grau d'infiltracié
elevat i també en cél-lules epitelials que mantenen |'aspecte tipic del fol-licle tiroidal.
La confirmacié dels tirocits com a cél-lules productores de CXCL12 es té a través de
la colocalitzacié de les cel-lules positives per aquesta quimiocina amb les que
sintetitzen TPO o citoqueratina, donat que en totes les glandules amb tincié positiva
per CXCL12 s’han trobat cel-lules doblement positives TPO*CXCL12".

La quimiocina que presenta un comportament diferent, tant a nivell de transcripcio
com de proteina, és CXCL13. Es veu restringida a les glandules amb autoimmunitat
tiroidal en les que s’han desenvolupat fol-licles limfoides ectopics. Les cel-lules que
la produeixen es detecten principalment en la zona del mantell fol-licular com a
cél-lules grans amb perllongacions que tenen una distribucié similar a la de les
cél-lules dendritiques madures que expressen CD83. A la vegada, en zones amb una
densitat elevada d‘infiltrat limfocitari es detecten grups de cél-lules grans CXCL13"
en les que la quimiocina presenta una localitzacié subcel-lular determinada. Encara
que no hem estat capacos de determinar el seu origen, la seva distribucié recorda la
de les cél-lules dendritiques fol-liculars en un estat inicial de formacié de teixit

limfoide terciari o en un procés d’involucié d’aquest.

Fig. 38 Sintesi de quimiocines als fol-licles intratiroidals. a: Expressié de les quimiocines que
s'indiquen i del gen d’expressié constitutiva GAPDH en tiroides amb tiroiditis de Hashimoto
(HT), Graves-Basedow (GD), goll multinodular (MNG) i controls sans (ND). TMB, timus; PT,
amigdala; LN, nodul limfatic; C-, control negatiu. b: Imatge de les cél-lules endotelials CCL21*
al voltant del fol-licle limfoide indicat amb linies discontinues. Les zones encerclades es
mostren amb més detall en seccions consecutives tenyides amb anti-CLA-1* (vermell) i anti-
CCL21 (verd). c-d: Aspecte de les ceél-lules tenyides positivament per CXCL12-FITC en zones
amb infiltracié limfocitaria moderada en les que s’observen com a ceél-lules grans amb una
distribucié similar a la que adopten els fol-licles tiroidals presents a les glandules amb
autoimmunitat tiroidal. e: Doble tinci6 amb anti-CXCL12 (verd) i anti-citoqueratina (vermell)
en la que s’observa la colocalitzacié d’ambdues tincions a bona part de cél-lules epitelials. f:
Aspecte de les cél-lules CXCL13* agrupades en zones externes als fol-licles limfoides. g:
Microfotografies superposades de les imatges de tincions consecutives usant anti-CXCL13
(verd) i anti-CD21L (vermell, marcador de cel-lules dendritiques fol-liculars) per identificar el
tipus cel-lular productor de la quimiocina, que suggereix que les FDCs no soén l‘origen
d’aquesta, mentre que el seu patré de tincié és molt similar al de les cél-lules dendritiques
madures CD83*% (h) (tinci6 en vermell). Els augments utilitzats en cada microfotografia es
mostren amb una linia horitzontal que equival a 100um. i: Taula resum en la que es mostren
els resultats qualitatius tant de la semiquantificacié de les quimiocines per RT-PCR i hibridacio
com els obtinguts per IFL sobre seccions de tiroides seguint la nomenclatura “"RT-PCR/IFL".
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/|

CXCL12 CCL21 CXCL13
HT1 +/+ +/+ +/+
HT2 +/+ +/ND +/ND
HT3 ND/+ ND/+ ND/+
GD1 +/ND +/ND +/ND
GD2 ND/+ ND/+ ND/+
GD3 ND/+ ND/+ ND/+
GD4 -/ND ND/+ ND/+
GD5 -/ND +/ND -/ND
GD6 ND/+ ND/+ ND/+
GD7 ND ND ND
GD8 ND ND ND
GD9 ND ND ND
MNG1 ND ND ND
MNG2 ND ND ND
MNG3 + + -
ND1 -/ND +/ND -/ND
ND2 S + /= gl=
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4.11 LES GLANDULES AMB AUTOIMMUNITAT TIROIDAL HIPEREXPRESSEN LTa,
IFNy, CXCL12, CXCL13 1CCL22

Donat que el nivell de transcripcié dels gens esmentats en I'anterior apartat era variable,
en 14 tiroides autoimmunitaries (AITDs) classificades en funcié de la patologia i en 6
tiroides sense autoimmunitat s'ha quantificat el seu corresponent nivell d’expressi
mitjancant RT-PCR a temps real. Aixi, quan es comparen les tiroides autoimmunitaries
(malalts amb Graves-Basedow i tiroiditis de Hashimoto) amb les no patologiques (golls
multinodulars i donants sans), de les citocines estudiades (LTa, LT, IFNy), del seu
receptor LTbetaR i de les quimiocines (CCL21, CCL22, CXCL12 i CXCL13) s'ha trobat
incrementat el nivell dmRNA de LTa, d'IFNy, CXCL12 i CCL22 en les glandules dels
malalts amb tiroiditis de Hashimoto i de Graves-Basedow (p<0,022; p<0,024; p<0,030 i
p<0,010 respectivament). CXCL13 es detecta de forma constant i exclusiva en les AITDs
(p<0,011). A diferéncia de les anteriors molécules, I'expressié incrementada de CCL21
en les AITDs mostra només una tendéncia no estadisticament significativa (p=0,09). Els
nivells d’expressi6 de LTB i LTbetaR no presenten una correlacio amb el diagnostic
d'autoimmunitat tiroidal (p=0,6 I p=0,54 respectivament). Els resultats distribuits per
moléecula i per patologia es troben detallats a la taula IV de I'annex.

4.12 LES TIROIDES ON ES DESENVOLUPEN FOL-LICLES LIMFOIDES
HIPEREXPRESSEN IFNy, CXCL12, CXCL13 1 CCL22

La preséncia de les esmentades citocines de la familia del TNF i les quimiocines
homeostatiques es relaciona directament amb la neoformacié de teixit limfoide terciari a
la tiroide. En auna glandula sense parametres clinics o analitics d’autoimmunitat tiroidal
(diagnosticada com a goll multinodular amb infiltracié limfocitica) s'ha detectat la
presencia de tiroiditis focal amb desenvolupament de fol-licles limfoides, per tant els
resultats s’han analitzat en base a la preséncia/abséncia de centres germinals ectopics.
L'assaig s'ha fet mitjangant RT-PCR a temps real utilitzant estandards externs, dels quals
s’ha determinat préviament el limit de sensibilitat per dilucions successives.

Els resultats (figura 39) de l'agrupacié indiquen que, pel que fa a les citocines i els seus
receptors, |'estructuracid de fol-licles limfoides intratiroidals s‘associa amb nivells
significativament elevats d'IFNy (p<0,024), mentre que la resta de molécules estudiades
(LTa, LT i LTbetaR) encara que mostren una tendéncia a ser més elevades al grup de
glandules GC+, no presenten una correlacié “expressid elevada de citocina-generacié de
centre germinal”.

Fig. 39 Quantificacié de I'expressié de citocines i de receptors a les tiroides autoimmunitaries.
Els grafics representen la semiquantificacid del mRNA de les citocines LTa, LTRi IFNy i del
receptor LTbetaR per RT-PCR, hibridacié amb oligosondes i quantificacié de l'amplimer. Els
nivells d‘expressié es representen a l'eix Y com a index obtingut per divisio entre la mitjana
dels valors de cada citocina en cada mostra en quatre experiments independents per la
mitjana dels valors de GAPDH en sis experiments independents de la corresponent mostra.
Per tal de referenciar el valor d’expressid de cada citocina a un teixit limfoide conegut, a les
grafiques s‘inclou una linia horitzontal que indica el nivell d’expressié d‘aquestes a les
amigdales palatines preses com a teixit de referéncia i a les quals li hem atribuit el valor
arbitrari 1, Les mostres utilitzades corresponen a tirocides de malalts amb autoimmunitat
tiroidal (tiroiditis de Hashimoto, HT; Graves-Basedow, GD) i a tiroides sense patologia
autoimmunitaria (goll multinodular, MNG; donants sans, HD). A la vegada les mostres estan
segregades en funcid de la presencia de fol-licles limfoides ectopics visibles en seccions i tincid
amb H/E (identificades com a "GC+"). La resta de mostres, usades com a controls, i anotades
com a “C” inclouen: amigdales palatines, noduls limfatics i esofag. Hem considerat que: *,
p<0,05; **, p<0,01; ns, sense significacié estadistica.
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El comportament de les quimiocines és més uniforme donat que l'expressid de les
quimiocines homeostatiques CXCL12, CXCL13 i CCL22 si que s‘associa amb la
limfoneogénesi a la tiroide (p<0,022; p<0,001; p<0,007; respectivament) (figura 40). El
nivell d’expressi6 comparat amb el del gangli limfatic (considerat com a teixit de
referéncia) és variable per CXCL12, perd no l'expressié de CCL21, encara que s'intueix
una tendéncia a la hiperexpressio en les AITDs.

Fig. 40 Quantificacié de quimiocines a les tiroides autoimmunitaries. Els grafics de I'esquerra
representen la cinética d‘amplificacio dels estandards utilitzats com a control de quantitat de
cDNA usat en funcié del nombre de cicles d’amplificacid i les corves de desnaturalitzacié del
material amplificat en funcié de Vincrement de temperatura. Els estandars s’identifiquen com
a linies en colors diferents mentre que l'amplificacié del control negatiu es mostra en color
vermell. A la dreta la quantificacid6 del mRNA de les quimiocines CCL21, CXCL12, CXCL13 i
CCL22 mitjangant RT-PCR a temps real. Els nivells d’expressié es representen a l'eix Y com a
index obtingut per divisid entre la mitjana dels valors de cada quimiocina/citocina en cada
mostra en quatre experiments independents per la mitjana dels valors de GAPDH en sis
experiments independents de la corresponent mostra. Per tal de referenciar el valor
d’expressié de cada quimiocina a un teixit limfoide conegut, a les grafiques s’inclou una linia
horitzontal que indica el nivell d'expressié d‘aquestes a les amigdales palatines a les quais li
hem atribuit el valor arbitrari 1. Les mostres utilitzades corresponen a tiroides de malalts
amb autoimmunitat tiroidal (tiroiditis de Hashimoto, HT; Graves-Basedow, GD) i a tiroides
sense patologia autoimmunitaria (goll multinodular, MNG; donants sans, HD). A la vegada les
mostres estan segregades en funcid de la preséncia de fol-licles limfoides ectdpics visibles
(GC+). La resta de mostres, usades com a controls, i anotades com a “C” inclouen: amigdales
palatines, noduls limfatics i esofag. Hem considerat que: *, p<0,05; **, p<0,01; ns, sense
significacié estadistica.
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4.12.1 La hiperexpressi6 de les quimiocines CXCL13 i CCL22 es
correlaciona amb el grau d’infiltracié limfocitaria

Per tal de corroborar les dades que indiquen associacid entre preséncia d‘infiltrat
limfocitari i desenvolupament de LFs intratiroidals, s’ha determinat el grau de correlacié
entre aquest parametre i el nivell d’expressié de quimiocines/citocines. Els resultats que
es presenten a la figura 41 demostren una correlacié del nivell d'infiltrat amb CXCL13 i
CCL22 (r=0,972, p=0,0009 per CXCL13 i r=0,983, p=0,0009 per CCL22).

r=0,972 ®
p=0,0009
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Fig. 41 Relacié entre el percentatge d'infiltracié limfocitaria i la transcripcié de les quimiocines
CXCL13 j CCL22. Grafics que representen la correlacid i el seu grau de significacid entre el
nivell d'expressi6 de dues quimiocines i el tant per cent dinfiltrat imfoide. En el calcul s’han
considerat les mostres amb i sense centres germinals ectopics.

4.12.2 La combinacié “grau d’infiltracié limfocitaria-expressiéo de CXCL13
ide CCL22"” prediu el desenvolupament de LFs intratiroidals

L’'analisi uni- o bivariant referent a l'expressié de citocines, quimiocines, titols
d'autoanticossos, percentatge d'infiltrat limfocitari, etc, s’ha dut a terme també
mitjangant una analisi multivariant discriminant. Aixi, s'han considerat els grups d’estudi:
1, tiroides amb fol-licles limfoides; 0, tiroides sense fol-licles limfoides i s'ha calculat el
pes de cada variant com a coeficient d’'una funcié global que inclou totes les variables.
Els resultats (taula XII), que son lleugerament diferents en funcié del tipus d‘imputacié
dels resultats “missing” (imputacié per regressié i imputacié pel calcul de la mitjana)
coincideixen a considerar que [|'expressié de CXCL13, conjuntament amb altres com
expressié de CCL22, grau d'infiltracié i en amb menor pes I'expressioé d’LTbetaR o LTalfa,
poden predir en un 98% la probabilitat de desenvolupament de follicles 'limfoides
intratiroidals.

funcid
CXcLi2 -0,267
CCl21 0,301
CXCL13 3,668
CCL22 -4,926
LTalfa -0,157
LTbeta -0,173
LTbetaR 0,780
IFNgamma -0,222
Y%Ll 1,942
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funcié
CXCL12 -1,113
CCL21 0,890
CXCL13 4,014
CcCcL22 -0,344
LTalfa 1,027
LTbeta 0,167
LTbetaR 3,338
IFNgamma 0,227
%L1 -0,268

Taula XII. Superior: resultats de I'analisi discriminant en que s’ha usat la imputacié per
regressio de les dades “missing”. Inferior: resuitats de l'analisi discriminant en que s'ha usat
la imputacid per calcul de la mitjana de les dades “missing”.

4.13 ELS TIROCITS SON LES PRINCIPALS CEL*LULES PRODUCTORES DE CXCL12

El nivell d’expressié de CXCL12, tot i que és detectable als tirocits de les glandules sense
autoimmunitat tiroidal, quantitativament és menor que el que es detecta a les tiroides
amb AITD. Ja que la sintesi d’aquesta quimiocina per part de I'epiteli tiroidal podria tenir
implicacions patogeniques i que és conegut que les AITDs s’alliberen in situ citocines
inflamatories, tot i que CXCL12 és una quimiocina considerada homeostatica, ens hem
plantejat la relacié que podia existir entre expressié de CXCL12 i l'activacié dels tirdcits
per determinades citocines proinflamatories. Per a determinar-ho hem estudiat V'efecte
estimulador/inhibidor que la IL18, I'IFNy i el TNFa poden tenir sobre cultius primaris de
tirocits purificats.

Els resultats obtinguts, utilitzant tant tirocits de malalts com d’individus sans, han
demostrat que les tres citocines pro-inflamatories indueixen un increment en la
transcripcié6 de CXCL12 (mesurat mitjancant RT-PCR semiquantitativa i hibridacid) que
assoleix un pic maxim en referéncia a |I'expressié de CXCL12 basal a les 3 hores després
de l'inici de I'estimul i que minva progressivament fins als nivells previs a l'estimul (figura
42). Encara que el patré de transcripcio de CXCL12 estimulat per citocines és similar, la
cinética sota els diferents estimuls no és exactament igual, donat que la IL18 indueix uns
nivells superiors a les 3 hores i que el TNFe manté la seva capacitat d'estimulacié de
CXCL12 durant un periode més perllongat (superior a les 36 hores post-estimulacid).

A nivell proteic, i com era d’esperar dels anteriors resultats, les tres citocines indueixen
una secrecié de CXCL12a al medi (mesurat per ELISA) seguint un perfil que es correspon
amb el del patré d'estimulacié de mRNA, en el que el maxim de produccié s'assoleix a les
6 hores post estimul. La secrecid és maxima quan la citocina emprada és IFNy, que
incrementa la produccié de CXCL12a des de 3,72+1,4 ng/ml fins a 7,56+0,75 ng/ml.

Aquesta mateixa aproximacié s’ha utilitzat per induir I'expressié de les altres quimiocines
per part dels tirocits. Els resultats indiquen que en cas s‘observa una correlacié entre
temps de cultiu amb citocina i increment o disminucié del mRNA de CCL21 ni de CXCL13.
La manca de regulacié de la resta de quimiocines per les mateixes citocines inflamatories
confirma l'especificitat de la induccié de CXCL12 als tirocits humans.
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Fig. 42 Regulacié de I'expressi6 i secrecié de CXCL12 en cultius primaris de tirocits. Imatges
de les amplificacions de CXCL12 i de GAPDH a partir de cultius primaris de tirdcits estimulats
amb IL1B, IFNy o TNFa durant els periodes de temps indicats a cada grafic. Els grafics
indiquen la quantificaci6 del mRNA de CXCL12 i la mesura de la secrecidé de CXCL12a
mitjangant ELISA tant a nivells basals com post estimulacié amb citocines pro-inflamatories.
Els resultats s’expressen com a index=desviacié estandard de CXCL12 respecte el nivell basal i
son el resultat de la mitjana obtinguda en quatre experiments independents.

4.13 LA PRODUCCIO DE CXCL12 PER LA LINIA CEL-LULAR HT93 SEGUEIX EL
MATEIX COMPORTAMENT QUE ELS TIROCITS

El sistema de purificaci6 de cél-lules epitelials a partir de digestions
mecaniques/enzimatiques de tiroides és una técnica establerta que permet una
purificacié elevada de tirocits perd, donat que la deteccid de mRNA de CXCL12 s'ha fet
mitjangant una tecnica sensible, existeix la possibilitat de que cél-lules diferents de
tirdcits (com fibroblastes, cél-lules dendritiques, macrofags, etc) que poden contaminar el
cultiu, puguin ser la font de CXCL12. Per eliminar aquesta possibilitat hem estimulat
cultius de la linia cel-lular tiroidal HT93 amb les mateixes quantitats i condicions que els
tirdcits i s’ha mesurat I'expressié de mRNA de CXCL12 i la secrecié de CXCL12a al
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sobrenedant dels cultius. Els resultats obtinguts (figura 43) confirmen els procedents dels
cultius primaris de tirdcits, ja que les tres citocines indueixen una secrecié de la
quimiocina al medi seguint el mateix perfil que als tirocits. Aixi, els pics d‘increment de
missatge per la quimiocina sé6n maxims a les tres hores i la citocina que indueix un
increment de I'expressi®6 més elevat de CXCL12a és IL1B. A temps d’incubacié més
perllongats el missatge va minvant fins a arribar a nivells similars als basals a les 24
hores d’estimulacid. La regulacio de la secrecid al medi de cultiu també és semblant a la
dels tirocits, que d‘un nivell basal d’alliberament de 3,8+0,14 ng/ml augmenta fins als
13,8+1,6 ng/ml post-estimulacio a les 24 hores amb cultiu amb IFNy.
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Fig. 43 Regulacié de l'expressio i secrecié de CXCL12 a la linia cel-lular tiroidal HT93. Imatges
de les amplificacions de CXCL12 i de GAPDH a partir de cultius de la linia cel-lular tiroidal
HT93 estimulats amb IL1g, IFNy o TNFa durant els periodes de temps indicats a cada grafic.
Els grafics indiquen la quantificacid del mRNA de CXCL12 i la mesura de la secrecido de
CXCL12a mitjangant ELISA tant a nivells basals com post-estimulacié amb citocines pro-
inflamatories. Els resultats s’expressen com a indexzdesviacié estandard de CXCL12 respecte
el nivell basal i son el resultat de la mitjana obtinguda en quatre experiments independents.

4.14 EL CXCL12 SECRETAT PELS TIROCITS I PER LES HT93 TE ACTIVITAT
QUIMIOTACTICA PELS LIMFOCITS

La capacitat de transcriure gens corresponents a altres quimiocines (sobretot quimiocines
pro-inflamatories) o de secretar-les al medi de cultiu per part de cél-lules epitelials havia
estat reportada per alguns autors*®® perd el nivell de produccié dels tirdcits i sobretot la
funcionalitat de la quimiocina produida no s’havien demostrat. Per fer-ho hem utilitzat els
sobrenedants dels cultius de cél-lules epitelials tiroidals estimulades amb citocines en

assajos de transmigracié fets per duplicat utilitzant limfocits de sang periférica de dos
individus sans.
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Aixi, s’ha observat que la migracié espontania dels PBMCs després d‘incubacié en medi
complet amb un 5% de sérum bovi fetal durant 30min és de 120,8:16,5 cel-lules/ul
(figura 44). La capacitat migratoria augmenta amb |'addicid dels sobrenedants de
cél-lules estimulades durant 6 hores amb citocines i assoleix un maxim index de migracié
amb el sobrenedant de ceél-lules tiroidals estimulades amb IFNy fins a valors de
210,8+49,4 cel-lules/ul. La migraci6 maxima assolida pels mateixos PBMCs enfront una
concentracié de 100ng/ml de CXCL12a recombinant huma és de 654,9:15,2 cel-lules/ul i
la incubacié prévia de les cél-lules amb anticdos bloquejant anti-CXCR4 inhibeix
especificament la migracié fins a valors de 40,4x2,2 ceél-lules/ul.

Fig. 44 Funcionalitat del CXCL12a produit pels tirocits i per la linia tiroidal HT93. Quimiotaxi de
limfocits de sang periférica en assajos de transmigracié en els que la font de quimiocina és el
sobrenedant dels cultius primaris de cél-lules epitelials tiroidals o d’'HT93 estimulades durant 6
hores amb citocines inflamatéries. Els resultats s’expressen a l'eix “x” com a index i estan
calculats com a relacié entre el nombre de cél-lules que migren especificament i les derivades
de la migracié espontania (a la que se li ha atribuit el valor arbitrari 1). A l'eix “y” s’indiquen
els estimuls (rCXCL12a, 100ng/ml CXCL12a recombinant huma; IL1p+aCXCR4, limfocits
bloquejats amb anticos anti-CXCR4 i incubats amb sobrenedant de tirdcits estimulats amb
IL1B; IL1B sobrenedant de tirocits estimulats amb IL1B; TNFa sobrenedant de tirocits
estimulats amb TNFa; IFNy+aCXCR4, limfocits bloquejats amb anticos anti-CXCR4 i incubats
amb sobrenedant de tirdcits estimulats amb IFNy; IFNy, sobrenedant de tirocits estimulats amb
IFNy; basal, sobrenedant de tirocits sense estimul.

sobrenedants de cultius primaris de_tirocits
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Els assajos de quimiotaxi també s’han realitzat amb els sobrenedants dels cultius de la
linia HT93 estimulats amb citocines. El perfil de resposta migratoria és similar,
incrementa lleugerament amb el sobrenedant dels estimuls amb IL1f i es_bloqueja
especificament amb V'addicié prévia de l‘anticos bloquejant. En els sobrenedants dels
estimuls amb IFNy el nombre total de limfocits que migren és maxim (391,7x112,3
cel-lules/ul) en comparacié al trobat a nivell basal (68,4+8,4 cél-lules/ul). El control
positiu de migracié quan s‘utilitzen com estimul 100ng/m! de CXCL12a recombinant
huma arriba a 1106,9+47,2 cél-lules/ul.

4.15 ELS LEUCOCITS QUE INFILTREN LES TIROIDES EXPRESSEN ELS RECEPTORS
DE QUIMIOCINES CORRESPONENTS

El desenvolupament d’estructures complexes com els fol-licles limfoides, a més d’estar
dirigit per un patré de quimiocines i de citocines propi, requereix la preséncia en la
superficie dels leucocits dels receptors de quimiocines corresponents. El reconeixement
quimiocina/receptor (a part d‘altres molecules involucrades ja descrites) contribuira a
dirigir els diferents tipus cel-lulars a un microambient concret. Es conegut que el sistema
de quimiocines/receptors és pleiotropic, perd fins a l‘actualitat per cada quimiocina
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homeostatica involucrada en la formacié de centres germinals (CCL21, CXCL12 i CXCL13)
s’ha descrit només un receptor: CCR7, CXCR4 i CXCR5. L'expressio, el patré de
distribucié i el percentatge de cél-lules positives dels esmentats receptors s’ha
determinat mitjangant dobles immunofluorescéncies indirectes sobre seccions de tiroides
de malalts amb autoimmunitat tiroidal i en seccions de tiroides d'individus sans i també
per  citofluorimetria dels limfocits intratiroidals  obtinguts  de digestions
enzimatiques/mecaniques de les glandules. Donat que l‘accié quimiotactica de
determinades quimiocines s’exerceix sobre subpoblacions concretes de cél-lules T o B,
I'expressié dels receptors s’ha quantificat en triples tincions en les que s'assumeix el
fenotip CD3*CD45RA* com a propi de cél-lules T preimmunes. En experiments
preliminars propis en els que se sotmetia una poblacid de limfdcits de sang periférica a
digestio amb quantitats equivalents de tripsina/col-lagenasa, es va excloure la possibilitat
que els receptors de quimiocines fossin afectats per la digestid enzimatica, perd es va
determinar que la molécula CD45 (tant CD45RA com CD45R0O) es veia reduida en un
30%, per tant la distribucié relativa d’ambdues poblacions roman comparable.

Els resultats (que es detallen per receptor i glandula mostrats a l'annex taula V) es
comenten a continuacié per cada tipus cel-lular i per cada receptor concret:

- CCR7, expressat a cel-lules T preimmunes, B preimmunes i a cél-lules dendritiques,
permet l'arribada als organs limfoides secundaris via reconeixement del seu lligand
CCL21 secretat per les vénules dendoteli alt. En els infiltrats tiroidals (figura 45),
aquest receptor es troba quantitativament poc present ja que es detecta en el
4,7+2,8% dels limfocits infiltrants. Quan es consideren per separat les cél-lules CD3*
i CD19*, el 2,5:1,4% de les cél-lules T i el 11,427,1% de les cél-lules B expressen
aquest receptor en membrana. La baixa proporcié de limfocits que expressen CCR7
a la tiroide (i que es comentara a la discussié) pot ser deguda, entre d‘altres factors,
a la regulacié negativa d'aquest receptor com a conseqiéncia de l'arribada de les
cel-lules a l'organ. Els estudis d'immunohistoquimica han confirmat els resultats de
citometria de fluxe i demostren que les cél-lules T i B CCR7* no presenten una
distribucié concreta mentre que les cél-lules dendritiques son abundants i es
localitzen a la zona més externa del fol-licle limfoide. Un fenomen observat comu a
tots els receptors estudiats és que la densitat de receptors en les cél-lules B és més
elevada que en els limfocits T, cosa que es reflexa en la mediana de fluorescéncia,
que en les CD19" és de 27,8 i en les CD3" és de 20,7.

- En la classificacié de les cél-lules CD3* en funcié de I'expressié de CD45RA/CD45RO,
s‘observa que majoritariament els limfocits CD3*CD45RO*CCR7* sén els més
abundants. Al marge dels limfocits, s’ha detectat també una poblacié de cél-lules
dendritiques madures CD83*, que poden arribar a representar el 40% del total de
les dendritiques, que expressen CCR7. Ni a linfiltrat difds de les tiroides sense
fol-licles limfoides ectopics ni a les tiroides sense patologia |mmun|tar|a no hem
detectat limfocits ni cél-lules dendritiques CCR7".

Fig. 45 Expressié de CCR7 als limfocits intratiroidals. Els dot plots de la part superior de la
figura mostren la complexitat de la poblacié cel-lular obtinguda després de la digestié de les
tiroides (dots negres) i la finestra d’analisi (gate limfocits, dots vermells) usada per analitzar
I'expressié de CCR7 a les cél-lules T CD3" i a les cél-lules B CD19*. Al centre es mostren
dobles immunofluorescéncies on s‘observen zones amb acimuls de cél-lules dendritiques
CD83* (verd), algunes de les quals sdn CCR7* (vermell) en les que la majoria de cél-lules
CCR7* s6n dendritiques. Al requadres interiors es mostren dues zones ampliades. Els
augments utilitzats es mostren amb una linia horitzontal que equival a 100um. Les citometries
de la part inferior corresponen a les analisis de |'expressié de CCR7 en les cél-lules CD3* i
CD19* en funcié de CD45RA o CD45RO. Els percentatges que s’indiquen corresponen a les
mitjanes de set experiments independents.
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CXCR4, unic lligand de CXCL12, és present a totes les glandules en les que la
infiltracié limfocitaria és important i el nombre de limfocits que expressen CXCR4 a
la seva superficie és significativament superior als que expressen CCR7 (figura 46).
Els resultats de citometria de fluxe mostren que linfiltrat limfoide CXCR4" és
quantitativament important i representa el 61,7+15,4% del total. La distribucié per
tipus cel-lulars indica que el 59,6+15,0% de les cel-lules T i el 77,6+10,2% de les B
son CXCR4 positives. Com s’ha comentat per CCR7, la densitat de CXCR4 a la
superficie de les cel-lules B també és superior que a les T, com ho demostren les
mitjanes de fluorescencia que sén de 109,9 i 38,2 respectivament. Les tincions
sobre tiroides autoimmunitaries mostren que la majoria de cél-lules positives per a
aquest receptor sén petites, es mostren agrupades i presenten una tincié de
membrana distribuida uniformement per tota la cél-lula. El alguns casos es poden
observar cél-lules amb un contingut de CXCR4 en petites vesicules properes a la
membrana plasmatica (fenomen ja descrit en alguns treballs). A les tiroides amb
centres germinals, les cél-lules CXCR4* sén més abundants en la zona externa dels
fol-licles limfoides encara que a l'interior d’aquests també se'n poden trobar de
disperses. Les immunofluorescéncies dobles amb anticossos anti-CD3 i anti-CD19
mostren que tant els limfocits T com B, localitzats a la corona del fol-licle limfoide,
son CXCR4" i que en la majoria de cel-lules ambdues tincions colocalitzen.
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Fig. 46 Expressié de CXCR4 als limfocits T i B intratiroidals. Part superior: poblacié de cél-lules
obtingudes post-digestié d’una tiroide d'un Hashimoto (dots negres) i finestra d’analisi (gate
limfocits, dots vermells) usada per analitzar I'expressi6 de CXCR4 a les cél-lules CD3" i CD19".
Centre: imatges representatives de dobles immunofluorescéncies on s‘observa en vermell el

senyal del receptor i en verd CD3 (a la imatge de I'esquerra) i CD19 (a la dreta).

interiors es mostren dues zones ampliades. Els augments utilitzats es mostren amb una linia
horitzontal que equival a 100um. Part inferior: analisis de I'expressi6 de CXCR4 a cel-lules
CD3* i CD19* en funcié de I'expressié de CD45RA o CD45RO. Els % indicats corresponen a les
mitjanes de 7 experiments independents. Grafic inferior: % de cél-lules CXCR4" en l'infiltrat
limfocitari que sén respectivament CD19* o CD3™" i alhora expressen CD45RA o CD45RO.

Al requadres
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La divisié de cél-lules T en CD45RA* i CD45RO" indica que el 10,4+9,1% de les CD3*
sén CD45RA*CXCR4*, mentre que el 32,6+10,7% correspondria a les ceél-lules
CD3*CD45RO*CXCR4*, la qual cosa, tenint en compte que a linfiltrat tiroidal
existeix una predominancia dels limfocits CD45RO sobre els CD45RA en una
proporcié 4:3, indicaria una expressié preferencial d’aquest receptor per part dels
limfocits T del subgrup CD45RO".

CXCRS5, el receptor de quimiocina CXCL13, involucrat en la segregacié de les
cel-lules T/B als centres germinals, és el que jerarquicament esta representat en els
limfocits que infiltren la tiroide en un grau mig. També en aquest cas (figura 47), la
densitat de molécules del receptor a la superficie de les cél-lules B és superior (MFI
de 140) que a la de les cél-lules T (49,7). En percentatges, és present en el
24,6x12,9% dels limfocits intratiroidals perd la seva expressid €s molt més
restringida a les cél-lules CD19* (67,2+19,0%) que a les CD3* (10,5+8,7%). Les
preparacions d‘immunofluorescéncia dobles amb marcadors de tipus cel-lular
mostren que els limfocits CD19*CXCR5* i CD3*CXCR5* se situen principalment a la
zona del mantell fol-licular i a l'interior del centre germinal. Pel que fa als subtipus
de limfocits T, no detectem cél-lules CD8*CXCR5* mentre que si que ocasionalment
se’n detecten de CD4*CXCR5" a les arees d'infiltracié difusa.

De la mateixa manera que s’ha descrit pels altres receptors, també s’ha estudiat
I'expressid de CXCR5 en ceél-lules CD3* CD45RA o CD45RO i s’ha observat que la
proporci6 de RO triplica la de ceél-lules CD45RA (7,1+3,4% i 2,1+1,9%
respectivament).
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