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Fig. 47 Expressio de CXCR5 als limfocits T i B intratiroidals. Poblacié limfocitaria utilitzada i
resultats de citometria de I'expressi6 de CXCR5 prenent una finestra d’analisi de limfocits
CD3* o CD19"* (vermell). Centre: imatges representatives de dobles tincions de crioseccions
on s’‘observen en color verd els marcadors de tipus cel-lular (CD3 o CD19) i en vermell la
tincio pel receptor. Als requadres interiors es mostren dues zones ampliades de les
microfotografies. Els augments es representen amb una linia horitzontal que equival a 100um.
Part inferior: analisis de I'expressié de CXCR4 a cél-lules CD3* i CD19* en funcid de I'expressid
de CD45RA o de CD45RO. Els % corresponen a les mitjanes de set experiments independents.
El grafic inferior representa el percentatge de cél-lules CXCR4* en l'infiltrat limfocitari que sén
respectivament CD19* o CD3" i la distribucié relativa en CD45RA o CD45RO.
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4.16 ELS RECEPTORS DE QUIMIOCINES INTRATIROIDALS SON FUNCIONALS

Com hem comentat en Ia migracid limfocitaria, a més del reconeixement
quimiocina/receptor, hi prenen part altres factors que poden jugar un paper determinant
com la matriu extracel-lular, les citocines, algunes molécules d’activacié i d’adhesié, etc.
En aquest sentit, i per tal d’estudiar la funcionalitat del receptor de quimiocines expressat
a la membrana dels limfocits intratiroidals (CXCR4) més ampliament , hem fet assajos de
quimiotaxi en els quals I'agent quimiotactic utilitzat és el seu lligand natural CXCL12
huma a diferents concentracions i les cél-lules diana de la quimiotaxi sén cél-lules T CD3*
i B CD19" separades de les digestions totals de tiroides per cell-sorting. D’acord amb el
caldria esperar en funcié del nivell d’expressié del receptor, tant els limfocits T com els B
migren en un gradient de CXCL12 de forma dependent de la dosi, cosa demostra que
aquest receptor present en les cel-lules de l'infiltrat intratiroidal és funcional (figura 48).
Malgrat aix0, cada poblacié cel-lular mostra una resposta quimiotactica diferent ja que,
encara que el nivell maxim de migracioé per les cel-lules T i B s’assoleix a concentracions
similars de CXCL12a huma (100ng/ml), el nombre absolut de cel-lules que migren en
situacié basal (medi de cultiu sense estimul) i en preséncia de la quimiocina és diferent.
D’acord amb el nombre superior de molécules de CXCR4 a la superficie de les cél-lules B,
aquestes responen a l’estimul migratori en més quantitat que les cél-lules T. La incubacid
prévia dels limfocits intratiroidals amb anticos anti-CXCR4 huma bloqueja totalment la
migracié de les cél-lules B per sota del nivell basal i parcialment la migracié de les
cél-lules T que resta reduida en un 30% respecte la concentracié de CXCL12a que indueix
menys resposta (10ng/ml), cosa que indica que probablement CXCR4 no és |'Unic
receptor de quimiocines que media la migracid6 de les ceél-lules T en un gradient de
CXCL12a.

limfocits CD19+
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Fig. 48 Funcionalitat del CXCR4 expressat als limfocits intratiroidals. Assajos de quimiotaxi en
cél-lules B i T, obtingudes per separacio cel-lular en citofluorimetre, que mostren una resposta
dependent de la dosi de CXCL12a utilitzada. Els resultats sén la mitjana de 4 experiments
independents per duplicat en els que la migracié s’expressa com a index i es calcula com a
quocient entre el nombre de ceél-lules que migren en resposta a la quimiocina i les que migren
espontaniament. Les barres superiors de cada representacié corresponen a la migracié de la
mateixa quantitat de cél-lules préviament bloquejades per incubacié amb anticos anti-CXCR4.
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4.17 L’EXPRESSIO DE CXCR4 I DE CXCR5 INCREMENTA DESPRES DE CULTIU

En el curs de la quantificacié de receptors de quimiocines en limfocits intratiroidals s’ha
observat un fenomen, ja descrit anteriorment en alguns limfocits de sang periférica per
altres receptors, segons el qual després d’incubacié llarga (12 hores) el nombre de
molecules de receptor de quimiocines en membrana o el percentatge de cél-lules
positives augmenta. Nosaltres hem observat un comportament similar quan es cultiven
durant periodes curts de temps (18-36 hores) els limfocits intratiroidals provinents de
digerits tiroidals totals.

Quan es comparen amb els valors considerats basals (periode d’incubacié inferior a
tres hores) l'expressié de CXCR4 incrementa 1,5 vegades respecte el basal. Aixo té
lloc només a expenses de les cél-lules T CD3", donat que més del 90% de les cél-lules
B CD19* en condicions basals s6n CXCR4" (figura 49). Considerant les subpoblacions
CD45RA i CD45RO, lincrement en l'expressié de CXCR4 es duplica en les CD3"

CD45RA".
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Fig. 49 Increment de l'expressio de
CXCR4 als limfocits T intratiroidals.
a: Dot plots en els que es mostra la
complexitat de la poblacido cel-lular
obtinguda després de digestié total
d’'una tiroide representativa en
condicions sense cultiu (basal) i
després de cultiu durant 18 hores
(post-cultiu); b: comparacié dels
percentatges de limfocits T CXCR4*
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El comportament de CXCR5 és parcialment similar donat que aquest receptor
incrementa 5 cops en els imfocits T CD3* post-cultiu perd, a diferéncia de CXCR4,
també es duplica en les CD19" respecte els nivells basals (figura 50). Un cop més la
subpoblaci6 CD3" CD45RA sembla la responsable de l'increment en els hmfocits
intratiroidals. Pel que fa a CCR7, donat que el seu nivell d’expressid basal era molt
baix no es va determinar el seu increment port-cultiu.
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4.18 DISTRIBUCIO ASSIMETRICA DELS RECEPTORS DE QUIMIOCINES ALS
MALALTS AMB AUTOIMMUNITAT TIROIDAL

L'acumulacié de limfocits que expressen receptors de quimiocines en els fol-licles
limfoides intratiroidals podria ser tant la causa com la conseqliéncia d’una situacié
peculiar a nivell de receptors en limfocits periférics que resultaria en una reduccié o en
un increment en els corresponents receptors en PBMCs. Per tal d'aclarir aquesta situacié
hem quantificat I'expressié de CCR7, CXCR4 i CXCRS5 en els limfocits de sang periférica
dels mateixos malalts en els que s’havia determinat en limfocits intratiroidals. Donat que
el comportament de cada receptor és particular, els considerarem per separat:

CCR7. A diferéncia del que té lloc al teixit diana, els leucocits CCR7* a nivell
circulant sén molt més abundants i s'expressen tant a cel-lules T com B (figura
51). Quan es comparen en un mateix malalt, els limfocits periférics CCR7* estan
significativament  incrementats respecte els corresponents intratiroidals
(32,9+£15,1% a PBMCs i 4,7+2,8% a ITLs; p=0,0001). Aquest increment es pot
atribuir tant a nivell de cél-lules T CD3" (39,3213,6% a PBMCs i 2,5+1,4% a
ITLs; p=0,018) com a nivell de cél-lules B CD19" (39,8x17,0 a PBMCs i
11,4+7,1% a ITLs; p=0,028). Entre els limfocits T periférics, I'analisi de la
proporcié relativa de cél-lules CD45RA i CD45R0O que expressen CCR7 mostra
que aproximadament dues terceres parts de limfocits T s6n CCR7*CD45RAY,
mentre que una tercera part és CCR7*CD45RO" (taula VI annex).

La comparacié ‘“limfocits intratiroidals-limfocits circulants” pel que fa a
I'expressié de CXCR4 (figura 51) és l'oposada a la de CCR7. Aixi, el total de
limfocits CXCR4* és més abundant al teixit diana (63,6+12,9%) que en circulacid
(31,6+:12,9%). També a diferéncia de I'anterior receptor, la reduccié en el
percentatge de limfocits CXCR4" periférics és atribuible només al descens en les
cél-lules T, que representen el 59,6+15,0% a la tiroide i només un 21,9+15,1% a
circulacié; p=0,0001). Per contra, la proporcié de CD19*CXCR4* als limfocits
periférics dels malalts amb autoimmunitat tiroidal es manté similar a la dels que
infiltren la glandula. La reducci6 en el percentatge de CD3*CXCR4* és
especialment marcada en la subpoblacié de cél-lules T CD45RO* (32,6+10,7% a
ITLs i 5,1+8,6% a PBMCs; p=00001), mentre que a les T CR45RA* s’observa una
tendéncia a I'increment a nivell de PBMCs que no és estadisticament significatiu.

L'expressi6 de CXCRS5 a periferia no difereix significativament de la que
s’observa a la tiroide (figura 51) quan es comparen el total de limfocits positius
per aquest receptor amb els intratirodals (23,1+2,7% a ITLs i 28,2+9,7% a
PBMCs; p=0,38). Quan s'analitza per separat |'expressio de CXCRS5 en cél-lules T
i B, es confirmen els resultats considerats globalment donat que ni als limfocits T
(10,2+3,4% a ITLs i 10,5+8,7% a PBMCs; p=0,98817) ni als limfocits B
(67,2+19,0% a ITLs i 96,2+2,5% a PBMCs) s‘observen diferéncies significatives,
encara que als limfocits B si que es veu una tendéncia a l'increment en periferia.
Considerant les mateixes subpoblacions limfocitaries de cél-lules T que hem
analitzat per als anteriors receptors de quimiocines, es descarta un increment en
periferia de la subpoblaci6 CD3*CD45RO*CXCR5* (p=0,69946), mentre que
s’'observa un increment de les CD3*CD45RA*CXCR5* (p=0,01963) que no
repercuteix en el total de les cél-lules T ni en els limfocits infiltrants totals donat
que percentualment aquesta subpoblacié representa una proporcié molt petita.
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Fig. 51 Expressié dels receptors de quimiocines als limfocits infiltrants de la tiroide i
comparacié amb els periférics dels malalts amb AITD.
corresponents als percentatges de cél-lules que expressen CCR7 (bloc superior), CXCR4 (bloc
central) i CXCR5 (bloc inferior) en la superficie de limfocits intratiroidals (ITLs) i de sang
periféerica (PBMCs) de 7 individus. Les dades corresponents al mateix malalt es mostren
Els grafics de l'esquerra corresponen als percentatges respecte el total
de limfocits, mentre que els grafics del centre i de la dreta s’han obtingut tenint en compte els
total de limfocits T i B en una finestra d’analisi utilitzant com a marcadors CD3 i CD19
respectivament. Les linies horitzontals representen les mitjanes dels valors obtinguts i s’ha
considerat * st p<0,05 i ** si p<0,01.

Representacions grafiques
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4.19 ELS MALALTS AMB CENTRES GERMINALS INTRATIROIDALS PRESENTEN UNA
REDUCCIO PERIFERICA DELS NIVELLS DE CD3*CCR7*, CD19*CCR7* 1
CD3*CXCR4*

En base als resultats assimeétrics obtinguts en la comparacié dels nivells de receptors a
periferia i al teixit diana d'un mateix individu, ens hem plantejar 'augment o la
disminucié d’alguns d'ells com a consequéncia de l'acumulacié selectiva de determinats
subtipus cel-lulars a la tiroide. Per tal de demostrar-ho, i basant-nos en dades
bibliografiques sobre individus sans, hem intentat confirmar aquest fet determinant els
nivells d’expressié de CCR7, CXCR4 i CXCR5 en sang periferica d‘individus sans amb el
mateix rang d'edat i sexe que els malalts amb autoimmunitat tiroidal utilitzats. Els
resuitats obtinguts per cada receptor estudiat es presenten desglossats a continuacié i a
les dades de la taula VIII de I'annex:

- CCR7. ElI nombre de leucocits CCR7* a nivell periféric en els malalts amb
autoimmunitat tiroidal (figura 52) és significativament més baix que en els
individus control (35,3+12,8% a AITDs i 68,5+7,0% a controls; p=0,0021).
Aquesta diferéncia és tan atribuible als limfocits T CD3* (39,3213,6% a AITDs i
67,3«7,9 a controls; p=0,013) com als limfocits B CD19* (40,3217,0% a AITDs i
82,6+3,8% a controls; p=0,0005). Entre els limfocits T, la subpoblacié en que la
disminucié és més evident és en la de les cél-lules T memoria CD45R0, que sén
CCR7* en el 8,9+5,0% en periferia en els AITDs mentre que representen el
31,7+13,0% als PBMCs dels individus controls sans (p=0,006).

- De forma similar a l'anterior, CXCR4 en els PMBCs de pacients i considerat
globaiment, és veu reduit a un trenta per cent del que es detecta en PBMCs
d'individus sense autoimmunitat tiroida! (31,6+12,9% en AITDs i 60,9+7,8% en
controls sans; p=0,004) (figura 53). A diferéncia de I'anterior receptor, la
disminucié fonamental respecte els individus controls és restringida només a les
cél-lules T CXCR4*', que representen un 21,9+15,1% a les mostres de les
persones amb autoimmunitat tiroidal i que s’eleven al 58,3+9,6% als controls
sans (p=0,016). Els percentatges de cél-lules B CXCR4* varien lieugerament
perd les modificacions no arriben a ser significatives quan es comparen aquestes
dues poblacions (87,9+54% a AITDs i 96,1324,1% a controls). De forma similar
al CCR7, l'expressio reduida de CXCR4 a les cél-lules T afecta principalment la
subpoblacié de cél-lules CD45R0O, que representen un 5,8+8,6% als individus
amb AITD i un 28,4+10,6% als controls sans (p=0,0003).

- Respecte CXCRS5, les diferéncies minimes observades en |'expressi6. d’aquest
receptor a PBMCs de malalts i de controls sans (figura 54) no arriben a ser
significatives ni a nivell de total de limfocits de sang periférica (28,2+9,7% a
AITDs i 21,9+3,8% a controls sans; p=0,392), ni quan es consideren per separat
les poblacions de cél-lules T (10,5+8,7% a AITDs i 8,524,2% a controls) i les de
cél-lules B (96,2+2,5 a AITDs i 97,9+3,1% a controls sans).
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Fig. 52 Comparacié de l'expressio de CCR7 als limfdcits periférics dels malalts amb AITD amb
els limfocits periférics de controls sans. Grafic superior: representacions grafiques
corresponents ais percentatges de cél.lules que expressen CCR7 en la superficie de limfocits
de malalts (PBMCs AITDs) i de controls (PBMCs CTRs) 7 individus. Els grafics de I'esquerra
corresponen als percentatges respecte el total de limfocits, mentre que els grafics del centre i
de la dreta s’han obtingut tenint en compte els total de limfocits T i B en una finestra d'analisi
utilitzant com a marcadors CD3 i CD19 respectivament. Les linies horitzontals representen les
mitjanes dels valors obtinguts i s’ha considerat * si p<0,05 i ** si p<0,01. Els dot plots es
mostra 'analisi i els percentatges del mateix receptor en funcié de I'expressié de CD45RA i de
CD45RO a les cél.lules T (gate CD3%) i a les cél-lules B (gate CD19%). La part inferior de la
grafica mostra la distribucié de tes cellules CCR7*CD4SRA* i CCR7'CD45RO* com a
percentatge del total de cél-lules CCR7* en individus amb AITD i en controis sans.
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Fig. 53 Comparacié de l'expressié de CXCR4 als limfocits periférics dels malalts amb AITD amb
els limfocits periferics de controls sans. Grafic superior: representacions grafiques
corresponents als percentatges de cél.lules que expressen CXCR4 en la superficie de limfocits
de malalts (PBMCs AITDs) i de controls (PBMCs CTRs) 7 individus. Els grafics de l'esquerra
corresponen als percentatges respecte el total de limfocits, mentre que els grafics del centre i
de la dreta s’han obtingut tenint en compte els total de limfocits T i B en una finestra d‘analisi
utilitzant com a marcadors CD3 i CD19 respectivament. Les linies horitzontals representen les
mitjanes dels valors obtinguts i s'ha considerat * st p<0,05 i ** si p<0,01. Els dot plots es
mostra l'analisi i els percentatges del mateix receptor en funcio de I'expressid de CD45RA 1 de
CD45RO a les cél.lules T (gate CD3*) 1 a les cél-lules B (gate CD19%). La part inferior de la
grafica mostra la distribucié de les cel-lules CXCR4*CD45RA* i CXCR4*CD45RO* com a
percentatge del total de cél-lules CXCR4* en individus amb AITD i en controls sans.
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Fig. 54 Comparacié de I'expressié de CXCR5 als limfocits periférics dels malalts amb AITD amb
els limfocits periférics de controls sans. Grafic superior: representacions grafiques
corresponents als percentatges de cél.lules que expressen CXCR5 en la superficie de limfocits
de malalts (PBMCs AITDs) i de controls (PBMCs CTRs) 7 individus. Els grafics de l'esquerra
corresponen als percentatges respecte el total de limfocits, mentre que els grafics del centre i
de la dreta s’han obtingut tenint en compte els total de fimfocits T i B en una finestra d’analisi
utilitzant com a marcadors CD3 i CD19 respectivament. Les linies horitzontals representen les
mitjanes dels valors obtinguts | s’ha considerat * st p<0,05 1 ** si p<0,01. Els dot plots es
mostra l'analisi i els percentatges del mateix receptor en funcié de 'expressid de CD45RA i de
CD45RO a les cel.lules T (gate CD3*) i a les cél-lules B (gate CD19%). La part inferior de la
grafica mostra la distribucid de les cél-lules CXCRS5*CD45RA* i CXCRS5*CD45RO* com a
percentatge del total de cél-lules CXCRS* en individus amb AITD 1 en controis sans.
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Taula Ila Taula IIb
area area
GC GC (mm2) {MZ (mm2) | LF (mm2) -GC .. GC (mm2) MZ (mm2) LF (mm2)

GD 228 1 LF 0,028 0,059 0,087 HT 384 1 LF 0,092 0,081 0,173
GD 228 2 LF 0,018 0,086 0,104 HT 384 2 LF 0,281 0,104 0,385
GD 228 3 LF 0,020 0,062 0,082 HT 384 3 LF 0,020 0,006 0,026
GD 228 4 LF 0,028 0,064 0,092 HT 384 4 LF 0,017 0,025 0,042
GD 228 5 LF 0,037 0,052 0,089 HT 3845 LF._ 0,043 0,056 0,099
GD 228 6 LF 0,034 0,022 0,056 HT 3846 LF 0,052 0,059 0,111
GD 228 7 LF 0,012 0,010 0,022 HT 384 7 LF 0,045 0,039 0,084
GD 228 8 LF 0,015 0,015 0,030 HT 384 8 LF 0,055 0,041 0,096
GD 2289 LF 0,032 0,031 0,063 HT 3851 LN 0,094 0,084 0,178
GD 228 10 LF| 0,026 0,020 0,046 HT 3852 IN 0,330 0,253 0,563
GD 255 1 LF 0,059 0,103 0,162 HTBL1LF 0,113 0,051 0,164
GD 257 1 LF 0,032 0,039 0,071 HTBL2LF. | 0,121 0,050 0,171
GD 257 2 LF 0,026 0,016 0,042 HTBL3LF 0,345 0,097 0,442
GD 257 3 LF 0,062 0,111 0,173 HTBL4LF 0,172 0,093 0,265
GD 2781 LF 0,026 0,060 0,086 HTBL5LF 0,062 0,046 0,108
GD 403 1 LF 0,030 0,029 0,059 HTBL6 LF.. 0,037 0,032 0,069
GD 403 2 LF 0,023 0,024 0,047 'HTBL7LF .. 0,294 0,164 0,458
GD 403 3 LF 0,036 0,047 0,083 HTBLS LF 0,127 0,043 0,170
GD 427 1 LF 0,251 0,182 0,433 HTBLO LF 0,128 0,083 0,211
GD 427 2 LF 0,043 0,056 0,099 HTBL 10 LF 0,248 0,104 0,352
mitjana 0,0419 0,0544 0,0963 HTJC1LF 0,037 0,080 0,117
SD 0,0508 | 0,0415 0,0879 ‘HT JC 2 LF 0,016 0,017 0,033
HT JC 3 LF 0,144 0,074 0,218
'HTJC 4 LF.. 0,101 0,058 0,159
‘HTIC S5 LF 0,091 0,047 0,138
HTRP1LF 0,027 0,023 0,050
HTRP2 LF 0,097 0,058 0,155
HTRP3LF 0,091 0,080 0,171
HT RP 4 LF 0,060 0,046 0,106
HT.RP 5 LF 0,079 0,069 0,148
HTRP 6 LF. 0,031 0,070 0,101
‘HT RP 7 LF . 0,025 0,021 0,046
HT RP8 LF 0,066 0,038 0,104
HT RP'O LF 0,034 0,071 0,105
HT RP 10 LF 0,060 0,052 0,112
HT290 1 LF . 0,074 0,050 0,124
HT290 2 LF 0,059 0,031 0,090
 mitjana 0,102 ' | .-0,065 - ' |- 0,166
...SD_ .|..0089 .| 0065- »-0,125

.

Taula Ila, I1Ib, IIc, IId. Dades morfométriques dels fol.licles limfoides intratiroidals. Les taules
mostren les arees calculades en mm? del total de cada fol.licle (LF), de la zona ocupada pel
mantell fol.licular (MZ) i del centre germinal (GC). a: dades corresponents als malalts de
Graves-Basedow (GD); b: dades corresponents als malalts de tiroiditis de Hashimoto (HT); c:
dades corresponents a les mostres de nodul limfatic (LN); d: dades corresponents a les
mostres d’‘amigdala palatina (PT).
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Taula Ilc Taula IId
area area
GC number | GC (mm2) |MZ (mm2) | LF (mm2)~ Nelo GC (mm2) | MZ (mm2) LF (mm2)
[N HT3851 LA 0,034 0,03 0,064 PT GM 1 LF 0,132 0,135 0,267
INHT3852LA 0,029 | 0,028 0,057 PTGM 2 LF 0,061 0,088 0,149
I N HT3853LA 0,012 0,012 0,103 PT GM 3 LF 0,181 0,085 0,266
' N HT3854 LF 0,042 0,180 0,222 PTGM 4 LF 0,033 0,044 0,077
IN HT385 5 LA 0,050 0,099 0,149 PT GM 5 LF 0,075 0,107 0,182
I N HT3856 LA 0,039 0,045 0,084 PTGM 6 LF 0,056 0,080 0,136
N HT385 7 LF| 0,055 0,085 0,140 PTGM 7 LF 0,151 0,111 0,262
LNCP1LF 0,031 0,069 0,100 PT GM 8 LF 0,034 0,044 0,078
LN CP2LF 0,199 0,204 0,403 PTIM 1 LF 0,192 0,171 0,363
LN CP 3 LF 0,041 0,043 0,084 PTLM 2 LF 0,115 0,120 0,235
LN CP4LF 0,122 0,213 0,335 PTLM3LF 0,082 0,085 0,167
LN CP5LF 0,125 0,140 0,265 PTIMA4LF 0,015 0,019 0,034
LN CP6 LF 0,034 0,089 0,123 PTLMS5 LF 0,016 0,038 0,054
INCP7LF | 0,035 0,059 0,094 PTLM 6 LF 0,207 0,095 0,302
INCPBLF 0,016 0,049 0,065 PTIM 7 LF 0,144 0,082 0,226
LN G11LF 0,029 0,147 0,176 PTLM8LF 0,267 0,257 0,524
INGI2LF 0,055 0,050 0,105 P23 LF 0,470 0,328 0,798
LN G1 3 LF 0,044 0,084 0,128 PT24LF 0,425 0,302 0,727
LN GI4LF 0,074 0,092 0,166 PT25LF 0,380 0,276 0,656
INGISLF 0,017 0,064 0,081 PT2 6 LF 0,336 0,250 0,585
INGI7LF 0,026 0,030 0,056 P2 1LF 0,449 0,208 0,657
LN GI 6 LF 0,043 0,069 0,112 -~ PT22LF 0,123 0,286 0,409
LN GI 8 LF 0,037 0,071 0,108 PT23LF 0,078 0,066 0,144
INMC1LF 0,022 0,054 0,076 PT24LF 0,161 0,167 0,328
LN MC 2 LF 0,030 0,047 0,077 PI25LF 0,183 0,112 0,295
LN MC 3 LF 0,032 0,033 0,065 PT2 6 LF 0,084 0,109 0,193
LN MC4LF 0,026 0,046 0,072 mitjana 0,171 0,141 0,312
LNMC5LF 0,015 0,026 0,041 SD 0,137 0,090 0,218
LN MC 6 LF 0,025 0,024 0,049
LNMC 7 LF 0,010 0,020 0,030
LN MC 8 LF 0,007 0,014 0,021
INPT1LF | 0,037 0,056 0,093
ANPT2LF 0,127 0,152 0,279
LN PT3LF 0,013 0,052 0,065
LN PT4LF 0,033 0,025 0,058
LNPT5LF 0,019 0,025 0,044
LNPT6LF 0,024 0,044 0,068
NPT 7LF 0,066 0,037 0,103
INPT8LF 0,025 0,021 0,046
mitjana 0,044 0,067 0,113
SD 0,039 0,052 0,084
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Amigdala palatina

area drea

LF GC (mm2) | céls TUNEL+ | céls TUNEL+/mm2 | LF (mm2)} | céls TUNEL+ | céls TUNEL+/mm2
1 0,449 102 227,2 0,657 117 178,1

2 0,123 3 4308 0,409 2] 1442

3 0,078 36 4615 0,144 38 2714

4 0,161 40 248,4 0,328 41 125

5 0,183 62 338,8 0,295 71 240,7

6 0,084 2 261,9 0,193 3 119,2

miSD|0,180+0,14 | 52,5+27,9 328,1199,4 0,338+0,18 |58,17+33,4 179,8+63,3

Graves-Basedow

drea drea *

LF GC(mm2) |céls TUNEL+ |céls TUNEL+/mm2 | LF(mm2) |céls TUNEL+ | céls TUNEL+/mm2
C 1 0,028 5 1786 0,087 7 80,5

2 0,018 5 277,8 0,104 7 67,3
.3 0,020 0 5 0,082 1 12,2

4 0,028 4 142,9 0,092 5 54,3
° 5 0,037 3 81,1 0,089 5 56,2

6 0,034 4 117,6 0,056 5 89,3

7 0,012 1 83,3 0,022 2 90,9
—- 8- 0,015 2 133,3 0,030 2 66,7

-9 0,032 4 125 0,063 5 79,4

10 0,026 4 153,8 0,046 6 130,4

1 0,032 4 125 0,071 S 70,4

12 0,026 2 76,9 0,042 3 71,42
v 13 0,062 6 97,8 0,173 8 46,2
m+SD|0,028+0,01 | 3,38+1,7 126,39+57,6 ‘| 0,07+0,04 | 4,69+2,1 70,40+27,4 " .

Tiroiditis de_Hashimoto

ares area |

LF GC (mm2) |céls. TUNEL+ |céls. TUNEL+/mm2 | LF (mm2) |céls. TUNEL+ | céls. TUNEL+/mm2
1 0,092 21 222,3 0,173 83 508,7

2 0,281 77 274 0,385 112 290,9

3 0,020 4 400 0,026 4 153,8

4 0,017 16 941 0,042 17 404,8

5 0,043 13 302,2 0,099 24 242,4

6 0,052 18 346,1 0,111 5 2273

7 0,045 23 511,1 0,084 ps) 297,6

8 0,055 13 236,4 0,096 14 1458

9 0,094 19 202,1 0,178 67 3764

10 0,330 70 2121 0,563 115 204,3

11 0,034 12 3636 0,064 17 2656

12 0,029 18 642,8 0,057 37 660,7 N
13 0,012 3 272,7 0,103 19 184,5

14 0,042 11 2619 0,222 24 108,6

15 0,050 17 4250 0,149 30 2013

16 0,039 2 3158 0,084 17 202,4

17 0,055 .o 363,6 0,140 k) 2429

m+SD|0,076+0,09 {21,59+20,3 | 370,16+186,4 |0,150+0,14 |39,35+34,4| 277,53+141,1

Taula III. Quantificacié del nombre de cél.lules apoptotiques en els fol.licles limfoides ectopics.
A les tres taules s’expressa el nombre absolut de cél.lules apoptotiques (per positivitat per la
técnica de TUNEL sobre seccions de teixit de congelacié que contenen centres germinals) i la

seva distribucié per mm? en el total del fol.licle limfoide (LF) i en linterior del centre germinal
(GQ).
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D GCs |AITD | aTg | a TPO [a TSHR| % LI {CcxcL12 | ccLzt |oxcri3 | ccl22 | LTa | LTB |LTBR|IFNy
© lwymniymiy | (UL
GD208 0 1 36 24 0,9 3,0 0231 | 0023 | 0012 | 0,239 ND ND ND ND
GD255 0 1 36 25 200 | 132 | 0,253 | 0182 | o005 [ 0,389 ND ND ND ND
MNG376 0 0 36 24 1,4 3,5 0,115 | 0173 | 0,003 | 0,144 ND ND ND ND
MNG359 0 0 36 24 0,9 52 0,043 | 0008 | 0001 { 0051 | 2,160 | 0,130 | 0,080 | 0,090
MNG362 0 0 36 24 | 16 6,1 0473 | 0012 | 0,006 | 0655 | 0320 | 0340 | 0,150 | 0,170
MNG418 0 0 36 24 0,9 2,0 0,558 | 0,236 | 0006 | 0406 | 0240 | 0,260 | 0390 | 4,670
GD423 o 1 70 53 155 | 102 { 0809 | 1445 | 0391 | 0036 | 1230 | 4070 | 0050 | 9010
GD428 0 1 36 24 09 1,2 1438 | 0223 | 0006 | 0126 ND ND ND ND
ND1 0 0 36 24 0,9 3,5 1,057 | 1,023 { 0004 | 0,093 | 0,160 | 1,700 { 0,160 | 0,060
ND2 0 0 36 24 | 09 1,2 0,260 | 0374 | 0004 | 0048 | 0660 | 2,700 | 0,200 | 0,130
GD228 1 1 36 24 800 | 402 | o550 | 5513 | 2053 | 3250 | 0410 | 0,430 | 0,660 | 9,250
GD257 1 ) 598 1155 670 | 702 | 4470 | 1772 | 4,928 ND ND ND ND ND
GD269 1 1 36 ND 330 | 111 | o816 | 0485 | 1156 | 0,199 | 3,050 [ 1,840 [ 0070 | 2,510
GD270 1 1 ND ND 280 | 380 { 2207 | 5219 1 1775 | 0927 | 6010 | 0,750 | 0,070 | 3,230
GD278 1 1 36 24 160 | 422 | 1780 | o158 | 1265 | 0,659 ND ND ND ND
HT384 1 1 ND ND ND 666 | 6134 | 3161 | s870 | 5148 | 4910 | 3320 | 0050 | 0,630
HT385 1 1 774_| 105000 | 09 766 | 1288 | 0237 | 7,250 | 7414 | 0,090 | 0,09 | 0120 | 4,290
MNG399 1 0 36 46 1,2 21,7 | 4485 | 0072 | 0,009 ND 1,940 | 0,540 | 0330 | 0010
GD430 1 1 36 46 10,1 106 | 0522 | 0307 | 1,016 | 0210 § 253 | 0200 | o040 | 2380

Taula 1V. Quantificacio de l'expressié de quimiocines i citocines en tiroides autoimmunitaries.
Els valors de la taula indiquen el nivells d’expressié de cada quimiocina/citocina calculats com
la mitjana de les determinacions fetes per cada molécula en cada mostra (n=4) corregits per
la mitjana dels valors d’expressid de GAPDH (n=6). GCs: preséncia de centres germinals
ectopics;
tiroglobulina; «TPO: tituls d'anticossos anti-TPO; JdSHR: tituls d’anticossos anti-receptor de
la TSH; %LI: percentatge d‘infiltracié limfocitana.
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CCR7
cp3 ) ms1 | ms2 | ms3 | ms4 | mss | mse | ms7 | migana | stoev
CD3+CD45RA-CCR7+ _ | 05 1,4 0,9 1,1 1,4 4,7 0,4 1,5 1,5
CD3+CD45RA+CCR7+ ~ | 0,3 0,3 0,9 0,7 23 0,4 0,6 0,8 0,7
CD3+CCR7+ . .| o8 1,6 1,8 1,7 36 5,1 1,0 2,2 1,6
CD3+CD45RO+CCR7+ 0,7 0,3 3,2 1.6 5,0 2,4 3,2 23 1,6
CD3+CD45RO-CCR7+ | 0,2 01 0,4 1,1 01 0,7 0,1 0,4 0,4
CD3+CCR7+ 0,9 0,4 3,6 2,7 5,1 3,1 3,3 2,7 1,6
CD3+CCR7+ 0,8 1,0 2,7 2,2 4,4 4,1 2,1 2,5 1,4
19 ©  ~ “lms1 | ms2 | mis3 | ms4 | mss | nis6 | mis7 | mwana | stoEV
CD19+CCR7+ - 18,4 1,8 12,7 5,1 10,8 19,5 ND 11,4 7,1
CEL.LULES TOTALS msi | ms2 | ms3 | ms4 | mss | mse | ms7 | mwana | stoev
CD3+CCR7+ ..l os 0,7 1,9 1,6 3,1 2,9 1,5 1,7 1,0
CD19+CCR7+ ~ - "~ 55 0,5 3,8 1,5 3,2 5,9 ND 3,4 2,1
CCR7+ totals 6,1 1,2 57 3,1 6,3 8,7 1,5 4,7 2,8
CXCR4
CD3+ Ms1 {ms2 \ms3 | ms4 | mss | mse | mis7 | mgana | stoev
CD45RA-CXCR4+ | =90 75,5 46,7 52,0 33,6 ND 49,5 52,7 14,0
CD45RA+CXCRA+ . 25,1 2,9 1,7 17,1 9,9 ND 5,7 10,4 9,1
CD3+CXCRA+ ) 84,1 78,4 48,4 69,0 43,5 ND 55,1 63,1 16,6
CD45RO+CXCR4+ * ~™| 19,4 27,2 25,0 48,3 38,5 26,9 43,1 32,6 10,7
PR -
CD45RO-CXCR4+ | x| 557 44,5 7,7 18,9 10,1 233 16,9 25,3 18,0
CD3+CXCR4A+ 75,1 71,7 32,7 67,2 486 50,2 59,9 57,9 15,0
CD3+CXCR4+ 796 | 751 | 40,5 | 68,1 | 46,0 | so.2 | 57,5 59,6 | -15,0
CD19+ - msi1 {ms2 | ms3 | ms4 | mss | msé | ms7 | mgana | sroev
CD19+CXCR4+ - 953 { 71,4 | 66,5 | 759 | 82,7 73,6 ND 77,6 10,2
CEL.LULES TOTALS ms1 Vms2 | ms3 | mis4 | mss | ms6+| ms7 | mana | stoev
CD3+CXCR4+ . 55,7 52,5 284 47,7 32,2 35,2 40,3 41,7 10,5
CD19+CXCR4+ R Y 214 20,0 228 24,8 22,1 ND 233 3,1
CXCR4+ totals 84,3 | 740 | 483 | 705 | 57,0 | 57,2 ND 652 |+ 13,3
CXCRS
co3+ s Vms: Vms3 | ms3 | misa |-miss™} misé6 | mis7 | mgana | stoev
CD45RA-CXCRS+ . " | 27,6 8,4 2,0 10,1 5,6 4,7 0,9 8,5 9,0
CD45RA+CXCR5+ 58 1,6 2,0 2,2 2,8 0,3 0,2 2,1 1,9
CD3+CXCRS+ 33,4 10,0 4,1 12,3 84 5,0 1,1 10,6 10,7
CD45RO+CXCR5+ 9,8 18 4,6 8,8 11,5 5,2 7,8 7,1 3,4
CD45RO-CXCRS+ o | 157 1,4 1,0 1,1 0.2 3,2 0,7 33 5,5
cp3+excrRs+  * 25,5 3,1 5,6 9,9 11,7 8,4 8,5 10,4 7,2
CD3+CXCR5+ 29,4 | 6,6 4,9 11,1 | 10,1 6,7 4,8 ‘10,5 87"
CD19+ Ims1 | ms2 | ms3 | ms4 { mss5 | mse | ms7 | mana | stoev
CD19+CXCR5+ 753 | 66,2 | 66,7 | 99,0 | 46,2 | 50,0 ND 67,2 19,0
CEL.LULES TOTALS ms1 | ms2 { ms3 | ms4 | mss | msé6 | mis7 | mwana | stoev
CD3+CXCR5+ 20,6 46 34 7,8 7,1 47 33 7.3 6,1
CD19+CXCRS+ 226 19,9 20,0 297 13,9 15,0 AD 202 57
CXCR5+ totals 43,2 | 245 | 234 | 375 | 209 | 19,7 | wnD 28,2 9,7

Taula V. Quantificacié de 'expressio dels receptors de quimiocines CCR7, CXCR4 i CXCR5 als
limfocits intratiroidals de malalts amb autoimmunitat. Els valors es mostren com a
percentatges calculats en funcid de la finestra d’analisi (cel.lules CD3+ a la taula superior,
cél.lules CD19+ a la central i cél.lules infiltrants totals a la inferior). Les dues darreres
columnes es calculen com les mitjanes i desviacions estandard dels set teixits.
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céls tot CCR7+

[ms1 peMcs 1|mis 2 PemCs 2] s 3 PBMCs 3| ITLs 4_PBMCs 41ITLs 5 PBMCs 5[ITLs 6 PBMCs 6]ITts 7 PBMCs 7] misd M. Ynxsd PBMC
[ccr7+ " 161 391 (1,2 216 |57 72 |31 505 |63 308 |87 325 |15 483 | 47:2,8 |32.9+150]
CR3+CCR7Z+

ITls 1_PBMCs 1 |ITLs 2 PBMCs 2| ITLs 3 PBMCs 3| ITLs 4_PBMCs 4|ITLs 5 PBMCs S|ITLs 6 PBMCs 6]ITLs 7 PBMCs 7| mtsd ITL |m+sd PBMC
CD45RA-CCR7+ | 05 66 | 1,4 18 [ 09 N0 | Lt 16 | 1.4 46 | 47 147 | 0,4 52 | 0715 | 14548
cpasra+ccr7+. | 03 293 | 03 203 | 09 wno |07 526 |23 190 ] o4 256 06 486 | 16207 [ 1405145
CCR7+ 08 359 } 16 21)18 w |17 sa2|36 237 |51 403 | 10 538 | 16216 | 50140
co4sro+ccr7+ | 07 128 | 03 30 [ 32 N0 |16 38 |50 80 |24 157 | 32 101 | o4s16 | 146150
cpesro-ccR7+ | 02 318 | 01 212 | 04 w0 | 11 482 |01 217 {07 157 ] 01 498 | 16204 | 1414146
CCR7+ 09 446 | 04 2424136 wo | 27 520 |51 297 131 314 | 33 599 | nax16 | 1361141
CCR7+ 08 40,3 | 1,0 232 |27 N0 |22 531 |44 267 | 4,1 358 | 2,1 56,9 | 2,5¢1,4° |39,3:13,6
CDI19+CCRZ+

{ms 1_pemcs 1[mis 2 pemcs 2l ms 3 pemcs 3]ms 4 _eamcs 4]ms 5 peMCs 5|mis 6 Pemcs 6lms 7_pemcs 7] masd M. m+sd PeMC
ecr7+ " 184 32,2 | 1,8 12,8 |12,7 482 | 51 359 |108 s4,2 1195 13,3 | NO__154 |11,4+7,1 |39,8217,0)
céls tot CXCR4+

[rmis 1 pemcs 1 {mis 2 pemcs 2] mis 3 peMcs 3]s 4 pemcs 4]mis 5 PeMGs slmis s Pamcs slmis 7 PeMCs 7] mtsd - [m+sd PEMC
[excre+ [84,3 479 [7s0 29,7 |48.3 186 |705 383 570 13,2 |572 182 |s41 159 |63,6+129{31,6+129]
CD3+CXCRE+ -

s 1_pBMCs 1]1TLs 2 PeMCs 2] ITLs 3 PEMCs 3| ITLs 4_PBMCs 4|iM1s 5 PBMCs 5m1s 6 PEMCs 6]imts 7 PeMCs 7] mesd I _km+sd peMC
CD45RA-CXCR4+ | 530 68 |755 23 | 467 18 520 07 |336 o1 | No 08 [435 03 §52,74140] 58116
cDasrA+CXCR4+| 251 521 | 29 157 | 1,7 64 | 171 285 |99 1,4 | mD 51 ] 57 54 | 104291 | 1894184
cxcra+ | 841 589 784 179 | 484 83 [69.0 291 [435 16 ] ND 59 [S51 56 |63,1+166 | 2481265
cpasrRo+CxCra+| 194 52 |272 a6 250 07 ]483 07 {385 09 |269 25 |431 01 j3z6:107] 51188
CD4sRO-CXCR4+ | 55,7 181 445 149 | 77 21 189 285 {101 06 [233 s2 |169 05 |253t180] 1408152
CXCRa+ s 1750 232 |77 195 | 327 27 1672 291 |a8s 16 |02 77 1599 07 |579%150) 1911227
CXCR4+ 79,6 41,1 _|751 187 |05 55 |681 29,1 |460 1,6 50,2 68 |575 3,1 |59,6+15021,9+15,1
CDI9+CXCR4+

_|ms1_pemcs 1[ms 2 pemcs 2 mis 3 pemcs 3]imis 4 pBMCs 4{im1s 5 PBMCs 5|mLs 6 PBMCs 6}iTLs 7 PBMCs 7] mtsd I mtsd pBMC

[oxcras . |95,3| 854 |71,4] 92,2 |665 ] 92,8 |759 | 90,5 |82,7 | 79,4 |73,6 | 82,8 | 8o | 92,2 |77.6+10,0]87,9+5.4 |
céis tot CXCRS+

[ms 1 peMCs 1]ms 2 PBMCs 2] ITLs 3 PBMCs 3] ITLs 4 PBMCs 4|ITLs 5 PBMCs 5|ITLs 6 PBMCs 6|ITts 7_PBMCs 7] mtsd ITL_|m+sd PEMC
[oxcrs+ " 143,2__21,7 [245 245 |23,4 188 (375 253 [20,9 21,9 [19,7 274 | 3,4 21,9 [23,6%2,7 [282+9,7
CD3+CXCR5+

ITLs 1_pemcs 1 Jms 2 pemcs 2mis 3 pomcs 3]s 4 pomcs 4]mis 5 pomcs sTmLs 6 pemcs 6]TLs 7_pemcs 7] masd m. “Jnzsd pomc]
CD4SRA-CXCRS¥ | 27,6 1,4 | 84 91 | 20 31 | 101 21 | 56 S0 | 47 26 | 09 39 | 85:90 | 47:33
coesra+cxcrs+| 58 s8 § 1.6 44 | 20 45 | 22 w1 {28 56 |03 12802 79 | 21219 | e93s
cxcrs+ . - 1334 71 fwo malar 76 123 132184 10750 15411 118 | 1062107 ni6r20
cp4srRo+CXCRS+) 98 68 | 1.8 7.6 | 46 o9 | 88 21 |15 s6 [s2 145 78 54 | 71834 | 62040
co4sro-txcrs+ [ 157 34 | 14 16 | 1,0 o4 | 1,1 11 lo2 o8 [ 32 1,7 |07 w1 | 33155 | 27835
CXCRS+ 255 99 )31 92 | ss 13 199 1321117 64 | 84 162 | 85 66 | 10472 | 89tas
CXCR5+ 294 85 |66 113 |49 45 11,1 13,2 |101_ 85 167 158 |48 92 |10,5t87.|10,2+3,4
CDI9+CXCRS+

{ms 1_peMcs 1 ]mis 2_pamcs 2| mis 3 pemCs 3[mis 4 peMCs 4]mis 5 PeMCs 5|mLs 6 PBMCs 6|mis 7_PBMCs 7] mtsd I |m4sd pBMC
[excrs+ 1753 95,1 |66,2 993 |667 997 |99.0 54,0 1452 97,5 1500 930 | NO_ 941 |67,2+190]96,212.5 |

Taula VI. Quantificacio de I'expressio dels receptors de quimiocines CCR7, CXCR4 i CXCR5 als
limfocits intratiroidals de malalts amb autoimmunitat amb els corresponents de sang
periférica. Els valors es mostren com a percentatges calculats en funcidé de la finestra 'd‘analisi
(cél.lules totals a la taula superior, cél.lules CD3+ a la intermitja i CD19+ a la inferior). Les
dues darreres columnes es calculen com les mitjanes i desviacions estandard dels set teixits.
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J RS+
AITD 1 ATTD2 AITD 3 AITD4 AITDS AITD6_ATID? AITD8|CTR 1 CIR 2 CTR3 CTR4 CIR5 CIR6 _CIR7 _CIRS WksdAITDs‘mtstRSl
[excrs+ 21,7 245 188 253 21,9 27,4 21,9 23,6 | 23,0 223 178 257 224 20,7 278 _ 162 | 28,2497 | 21,9:3.8
CD3+CXCRS+
AITD 1 AITD 2 AITD 3 AlTD4 AITDS AITDG AITD7_AITDB |CTR 1 CTR 2 CTR 3 CTR4 CTR5 CIR6_CIR 7 CIR 8 |mtsd AITDs |mtsd CIRs
CD4SRA-CXCRS+| 14 91 31 21 50 26 39 104] 61 43 36 80 60 33 120 2,2 47233 | s7:32
CDISRA+CXCRSH 58 44 45 11,1 56 128 79 29 | 45 44 09 69 36 19 37 34 69435 | 36018
CXCRS+ 74 134 76 132 107 154 118 132|106 86 45 149 97 52 157 56 11,642,9 | 93143
CD45RO+CXCRSY 68 76 09 21 56 145 54 70 | 73 60 27 88 69 61 107 04 6,2¢4,1 | 61133
co4s5RO-CxCRS+| 3,1 1,6 04 1,1 08 17 11 14 | 1,0 28 03 1,6 04 22 46 01 2,7¢35 | 16815
CXCRS+ 99 92 13 132 64 162 66 84 | 83 88 30 104 73 83 153 05 89445 | 77845
CXCRS+ 85 11,3 45 132 85 158 92 10895 87 3,7 12,6 85 67 155 341 | 105+87 | 8,542
D19+ +
AITD 1 ATTD2 AITD3 AITD4 AIIDS AITD6 AIID7 AITD8 |CTR 1 CTR 2 CTR3 CIR4 CIRS5 CIR6 CIR7 __CIRS [misdAITDs]mtstrRsl
fexcrs+ [os1 99,3 997 940 975 930 941 958 |99,7 992 97,5 99,5 990 100 97,4 __ 90,7 |962+2,5 |97,9+3.1
céls tot CCR7+
AITD 1 AITD 2 AIID 3 AITD4 AITD S AITD6 ATD 7 |CTR 1 _CTR2 CIR3 CTR4 CIR5 CIR 6 CIR 7 TR 8-12Am+sd ATTDd msd CTRs |
[ccrz+ [39,1 21,6 72 505 308 32,5 483 | 61,0 763 64,0 699 643 580 83,2 ND B53:12,8 685+70 |
CD3+CCR7+

AITD 1 AITD 2 ATTD 3 AITD4 AITD 5 AITD6 AITD7JCTR 1 _CIR2 CTIR3 CTR4 CIRS CIR 6 CTR 7 TR 8-1n+sd AITDY m+sd CTRs
CD45RA-CCR7+ 6,6 1,8 ND 1,6 4,6 14,7 5.2 3,9 322 326 309 405 195 21,1 ND 5,7+4,8 29,8+12,5
CD45RA+CCR7+ | 29,3 203 ND 526 19,0 256 48,6 | 28,2 42,8 39,5 414 208 422 604 ND | 32,6+24,5| 393482
CCR7+ -] 359 221 WD 54,2 23,7 403 538 60,1 750 722 723 612 61,7 815 ND | 38,3+14,0| 69,1£11,9
CD45RO+CCR7+1| 12,8 3,0 ND 38 8,0 157 10,1 | 29,1 44,7 22,2 24,1 498 17,5 319 ND 8,9+5,0 | 31,3%12.2
CD45RO-CCR7+ | 31,8 21,2 ND 48,2 21,7 157 498 | 274 29,9 275 398 11,4 30,5 514 ND | 31,4%14,6] 31,1128

3

CCR7+ * |aa6 242 ND 520 297 314 599 | 565 747 497 639 61,2 480 832  ND ) 40314,1] 625198
CCR7+ 40,3 232 ND_ 53,1 26,7 358 56,9 | 57,9 748 60,9 681 61,2 54,9 82,3 69,6 39,3+13,6) 57,347,9
CDIS+CCR7Z4

AID 1 AITD 2 AITD 3 AITD4 AITD5 AITD6_AIID 7 AITD8 [CTR 1 CTR 2 CTR 3 CIR4_CTR 5 _CIR 6_CIR 7 Jntsd AITDs| m+sd CTRs |
[cerz+ [32,2 128 482 359 542 13,3 154 469 |885 892 91,0 862 92,2 870 91,2 40,3+17,0] 82,6+3,8 |
céls tot CXCR4+

AITD 1 AITD2 AITD 3 AITD 4 AITD5 AITD6 AITD7ICTR 1 CTR2 CTR3 CTR4 CTIR5 CIR6_CIR 7_CIR 8 Inksd AlTDs|m#sd CTRs |
[cxcre+ [47,9 29,7 186 353 13,2 182 16,5 | 48,3 62,6 60,2 69,9 70,4 63,2 63,0 74,0 P1,6+12,9] 60,978 |
CDI+CXCRE+

AITD 1 AITD2 AITD3 AITD4 ATID 5 AITD6 AITD7 |CTR 1 CIR2 CTR3 CIR4 CIR5 CIR6 CIR7 CIR 8 [n+sd AlTDsIm*sd CTRs
CD45RA-CXCR4+| 6,8 23 1,8 0,7 0,1 0,8 0,3 284 238 228 21,0 40,1 250 332 19,3 5,8+2,3 26,7170
CD45RA+CXCR4H 52,1 157 6,4 28,5 1,4 S.1 5,4 11,9 31,1 438 270 27,8 30,1 33,0 39,9 | 18,9+18,2] 30,6195
EXCR4+ 589 179 83 29,1 1,6 S,9 5,6 40,3 549 665 479 679 551 66,1 59,2 | 24,8%20,2| 57,3197
CD45RO+CXCR44H 5,2 4,6 0,7 0,7 0,9 2,5 0,1 27,9 254 90 425 41,8 26,1 292 25,0 5,1+2,0 284£10,6
CD45RO-CXCR4+| 18,1 149 2,1 28,5 0,6 5,2 0,5 11,4 33,7 316 39,1 21,1 331 183 59,2 | 14,0£10,8| 30,9147

CXCR4+ 232 195 27 291 16 77 07 1392 591 406 816 629 592 475 842 |191+11,7] 5931170
CXCR4+ 41,1 187 55 291 16 68 3,1 |398 570 53,6 647 654 571 568 71,7 P1,9+151]|58,3+9,6
CO19+CXCRA+

AITD 1 AITD 2 AITD 3 AITD4 AITD5 AITD6_AITD 7 |CTR 1_CTR 2 CTR 3 CTR4_CIR5_CIR 6 _CIR 7 CIR 8 [ntsd ADs|m#sd CTRs |
{oxcras |85,4 92,2 92,8 905 794 828 921 | 964 94,5 97,6 99,1 99,3 97,5 979 867 |87,9+54|961+4.1 |

Taula VII. Quantificacié de l'expressié dels receptors de quimiocines CCR7, CXCR4 i CXCR5 als
limfocitsde sang periférica de malalts amb autoimmunitat amb els de controls sans. Els valors es
mostren com a percentatges calculats en funcié de la finestra d’‘andlisi (cél.lules totals:a la taula
superior, cél.lules CD3+ a la intermitja i CD19+ a la inferior). Les dues darreres columnes es
calculen com les mitjanes i desviacions estandard dels set teixits.
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Per tal de generar una resposta humoral protectora, el sistema immunitari ha optimitzat
microentorns (organs limfoides secundaris) en els que afavoreix la confluéncia i
comunicacié de cél-lules T i cél-lules B infreqlients i 'antigen*®**%>, Des del punt de vista
geografic, s'accepta que una resposta immunitaria eficient té lloc en els organs limfoides
secundaris perqué l'antigen hi arriba en quantitats adequades en un procés dependent
del temps’! i existeixen mecanismes per prevenir I'expansid i maduracié de cél.lules T i B
potencialment autoreactives. Els limfocits T i B arriben als organs limfoides secundaris
via HEVs i se situen en compartiments anatomicament diferenciats on romanen durant
algunes hores. En preséncia d’antigen les primeres interaccions cel-lulars es donen a la
interfase de les arees T i B i, en condicions apropiades s‘inicia la reaccié centre germinal.
Després de migrar cap a la xarxa de cél-lules dendritiques fol-liculars, els limfocits B
proliferen, muten els gens de les Igs i els mutants amb alta especificitat antigenica se
seleccionen positivament.

Les inflamacions croniques, considerades com a mecanisme de defensa de I'hoste, sén
perliongades i qualitativament heterogénies i generen diversos tipus d'infiltrat cel-lular en
funcié de factors propis del teixit afectat, com és I'estimul antigénic. En els teixits diana
de l'atac immunitari, els infiltrats limfocitaris que morfoldgicament sén similars als que
s’organitzen en els organs limfoides secundaris s’anomenen organs limfoides terciaris®
(TLTs) i el procés mitjangant el qual es desenvolupen s’‘anomena neogénesi limfoide o
limfoneogénesi.

Els principis biologics que condueixen a la formacié d'estructures limfoides secundaries i
terciaries semblen compartits. Encara que la preséncia de fol-licles limfoides ectopics s’ha
descrit en un ampli ventall de malalties inflamatories i croniques (més abastament a
I'artritis reumatoide?®%:291:299,468.268.297 | 45 tan exhaustivament a la sindrome de
Sjégren?®” i a la miastenia gravis®®”3%6), a la majoria no es coneix quina és la contribucié
d‘aquestes estructures en la cronificacié o en I'amplificacié de la resposta immunitaria. El
nostre interés en l'estudi de la limfoneogénesi a nivell de tiroide pretén explicar com es
desenvolupa i manté una malaltia autoimmunitaria a la tiroide malgrat I'existéncia d‘un
repertori de cél-lules T tolerants contra antigens tiroidals.

En les malalties autoimmunitaries de la tiroide, la preséncia de fol-licles limfoides (LFs)
intratiroidals s’ha considerat una caracteristica dels pacients amb malaltia de Hashimoto
(HT) perdo no dels malalts de Graves-Basedow (GD). Per la seva propia estructura, els
fol-licles limfoides es distribueixen en focus dispersos en la glandula, de forma que un
cribatge restringit @ una area determinada de la tiroide pot no ser representativa del
nombre real d’‘aquestes estructures. Aquesta subestimacié es ddéna sobretot en les
glandules dels GD, donat que en aquestes la infiltracié limfocitica és menys intensa i
menys homogénia. En el present treball, per tal de reduir la pérdua d’informacid, hem
utilitzat un protocol de cribatge que té en compte la distribucié i el volum mitja dels
fol-licles limfoides, que consisteix a l‘'observacid sistematica d'una de cada deu seccions
consecutives en un total de 5 grams de teixit disponible. Malgrat tot, les dades
obtingudes del recompte encara poden representar una subestimacié del valor real, la
qual cosa implicaria que la preséncia de LFs intratiroidals seria un fet regular.

L‘associacio entre titols elevats d'autoanticossos contra la TPO i el TSHR i la preséncia de
LFs intratiroidals a les AITDs suggereix que aquestes estructures poden jugar un paper
en la produccié d’'anticossos. Una possibilitat seria que la formacié de LFs intratiroidals
determinés la transicié d'una resposta auto-limitada contra antigens tiroidals, com ja s’ha
suggerit en altres models experimentals’>*. El nostre treball mostra una unié especifica
de Tg i de TPO a les cél-lules B i a les cél-lules plasmatiques i la seva distribucié en els
LFs suggereix que la majoria de reaccions de centre germinal en els LFs estan
compromeses contra autoantigens tiroidals. El patré de reconeixement antigénic dels
clons de cél-lules B obtinguts per immortalitzacié de limfocits B intratiroidals recolza els
anteriors resultats, donat que aproximadament el 50% son especifics contra Tg o contra
TPO. La contribucid relativa dels LFs ectopics als nivells finals d'autoanticossos circulants
no es pot deduir directament dels presents resultats, perd sembla que pot ser important,
sobretot per les observacions cliniques que demostren una reduccié immediata dels
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nivells d‘autoanticossos després d’una tiroidectomia en els malalts de GD*8, Una
resposta autoimmunitaria dirigida pels noduls limfatics regionals hauria de ser més
mantinguda donada la persisténcia per llargs periodes de temps dels autoantigens en la
superficie de les cél-lules dendritiques fol-liculars*®®. Existeixen resultats d‘altres grups
que recolzen la contribucid de les cél-lules B dels centres germinals en la generacié
d'anticossos com son les estructures limfoides associades a mucoses que es
desenvolupen en les infeccions per H. pylori i que sOn especifiques contra antigens
bacterians*’°.

Les similituds quan a mida, grau de desenvolupament i distribucié relativa de la zona del
mantell fol-licular respecte del centre germinal, nivell de proliferacié, grau d’apoptosi,
etc, entre els LFs dels HT i els de |'amigdala palatina i entre els dels GD i els de gangli
limfatic pot indicar una diferéncia en la patogénesi de les dues formes d’autoimmunitat
tiroidal. Tant les amigdales com els HT presenten un grau d‘activacié elevat. En els
primers s’ha demostrat que els LFs poden ser activats per LPS i altres productes
bacterians presents a la faringe*’!. En aquest sentit les nostres dades suggereixen que
els LFs intratiroidals son estimulats per concentracions elevades de proteines tiroidals
que poden mantenir el seu estat d’activacio. Aixd podria ser relevant en els limfomes de
cél-lules B que es desenvolupen en les tiroides dels malalts amb tiroiditis de Hashimoto,
que tenen caracteristiques tipiques de limfomes tipus MALT*2 i que sén conseqiiéncia
d’una expansid monoclonal de limfocits B memoria postfol-liculars estimulats cronicament
per antigens del tracte gastrointestinal. De forma similar, els limfomes B dels malalts
amb HT podrien ser el resultat d’una estimulacié cronica de les cél-lules dels centres
germinals per antigens tiroidals. Malgrat tot, encara que els limfomes tipus MALT
s‘originin en llocs anatdomics en els que s’han generat GCs, les cél-lules dels limfomes
MALT sén diferents de les dels GCs i no en formen espontaniament encara que poden
colonitzar fol-licles limfoides pre-existents*’3. En aquest sentit les dades publicades en
artritis reurnatoide indicarien que els limfomes tipus MALT s’originarien quan cel-lules B
autoreactives clonals generades en teixits limfoides terciaris escaparien als mecanismes
de control del GC, s’estimularien i proliferarien en preséncia de limfocits T especifics
d‘antigen i adquiririen transformacions genétiques estables a nivell dels gens de les
Igs*’*. En els malalts amb GD, la preséncia de limfomes B tipus MALT és la mateixa que a
la poblacido sense malaltia autoimmunitaria de la tiroide. En aquests malalts, el menor
grau d’activacid dels centres germinals intratiroidals es podria explicar per la baixa
concentracié del TSHR que és l'autoantigen amb més entitat en aquesta patologia.

Una qliestid interessant relacionada amb l‘anterior és el biaix en el repertori dels gens
VH, DH i JH de les immunoglobulines dels limfocits B que infiltren les tiroides. D‘acord
amb els coneixements teorics, la restriccio en |'Gs dels segments CDR3 indicaria una
oligoclonalitat de les cel-lules B que formen part del centre germinal similar a la que s’ha
descrit en altres malaities autoimmunitaries com la sindrome de Sjogren, en ia que els
limfomes MALT que es desenvolupen estan dirigint la limfoneogénesi.

En el present treball es demostra un paral-lelisme complet entre els fol-licles limfoides
canonics | els _que es detecten _a les tiroides. Aquest fet es refereix tant a nivell
estructural (composicid i distribucié cel-lulars) com a nivell dels mecanismes basics
fonamentals que tenen lloc en la reaccié centre germinal:

1/ Respecte la composicié i distribucié_cel-lulars, no existeixen diferéncies fonamentals
respecte les publicades per altres grups en altres malalties autoimmunitaries, perd si que
caldria comentar que, en contrast amb el que d’ha descrit a l'artritis reumatoide on
només es detecten limfocits T CD8*, i en els ganglis limfatics on només es descriuven T
CD4"%, en els centres germinals intratiroidals co-existeixen les cél-lules T CD4* amb les
CD8*. Les evidéncies experimentals suggereixen que ambdues subpoblacions estan
involucrades en el desenvolupament dels teixits limfoides terciaris. Mentre que les
cél-lules T CD4"* regularien la proliferacié i diferenciacié dels limfocits B dels noduls
limfatics, la preséncia de T CD8*CD154* en la zona perifol-licular s’associaria amb
processos funcionals independents®®. Els estudis funcionals duts a terme en quimeres de
ratoli SCID-sindvia humana demostren que els limfocits T CD8*CD154* produeixen IFNy i
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TNFa i que la seva depleci6 amb tractament amb anticossos anti-CD3 condueix a una
desintegracié dels GCs, una eliminacid de les cél-lules dendritiques fol-liculars, un
decrement molt important en la produccié de LTalf2 i una desaparicié d’Igs. La
preséncia de limfocits T CD8* als fol-licles limfoides de les AITDs suggeriria un paper
rellevant dels antigens endogens (tiroglobulina i peroxidasa tiroidal) associats a
molécules d’HLA de classe I en la formacié dels GCs.

2/ Els gens RAG1 i RAG2 (recombination activation genes) juguen un paper fonamental
en els reordenaments dels segments génics V(D)) durant el desenvolupament dels
limfocits en els organs limfoides primaris®’>. Encara que inicialment la seva expressié es
va suggerir restringida als organs limfoides primaris, posteriorment es va demostrar que
alguns limfocits B periférics poden ser reinduits a expressar RAG o regular-lo
positivament?3227%271 " Aixd es va demostrar en cél-lules B espléniques estimulades in
vitro amb LPS+IL-4 i en cél-lules B de centre germinal de ratolins immunitzats?’325°,
Aquesta re-expressio dels gens RAG es va interpretar com una evidéncia de l'edicié del
receptor a nivell periféric (ara coneguda com a receptor revision) i que estava dirigida a
rescatar els limfocits B autoreactius generats désprés d'un procés d’hipermutacié
somatica. La demostracié que la unid al receptor (Ig) inhibia l'expressi6 de RAG en
cél-lules B humanes d‘amigdala palatina suggeria que aquesta revisio del receptor estava
destinada al rescat d'aquelles cél-lules en les que el seu receptor de superficie hagués
reduit I'afinitat durant la hipermutacié somatica*’®. Contrariament a les primeres dades,
experiments més recents utilitzant la GFP com a marcador de la induccidé de I'expressid
de RAG2 indiquen que I'expressié de RAG en els centres germinals podria ser deguda a la
preséncia d'un percentatge petit de cél-lules B immadures RAG" tant a la melsa com als
noduls limfatics*’’. Aquests limfocits B immadurs contribuirien probablement a la
resposta immunitaria i I'expressidé de RAG no tindria per que ser considerada com a
caracteristica d’activitat del centre germinal*’®. Als fol-licles limfoides intratiroidals,
I'expressio de RAG és molt remarcable i en alguns casos es troba per sobre dels nivells
d'expressié al timus, cosa que probablement indicaria una alta activitat dels centres
germinals que contenen. Les nostres dades no permeten d’establir quina de les segiients
alternatives (no mutuament excloents) podrien explicar aquest nivell d’expressid elevat
de RAG. Una primera explicacié seria que podria estar tenint lloc una activa revisié del
receptor. En una segona explicacio es podria postular la preséncia d'una elevada
proporcié de cél-lules B immadures o, en general, recents emigrants del moll de l'os. Ell
fenotip de les cél-lules B intratiroidals ens fa decantar per la primera alternativa. Es
possible que els limfocits B reclutats de la sang cap als fol-licles tiroidals expressin
receptors de baixa afinitat i tingui lloc una extensa revisid del receptor per tal de generar
limfocits B d‘alta afinitat per Il'antigen, com s'‘ha demostrat en altres malalties
autoimmunitaries humanes com el lupus eritematds sistémic*’® i en Iartritis
reumatoide?®®®.

La migracié selectiva dels limfocits cap als organs limfoides periférics esta regulada,
entre d‘altres, per molécules d'adhesio6. Les vénules d’endoteli alt (HEVS) sén estructures
vasculars especialitzades que permeten un trafec rapid i selectiu dels limfocits des de la
sang cap als organs limfoides secundaris. En el present treball hem demostrat Ia
preséncia d’‘aquestes estructures distribuides al voltant dels fol-licles limfoides
intratiroidals, cosa que indicaria la possibilitat de la glandula d’atraure selectivament
determinades subpoblacions leucocitaries.

Els senyals que dirigeixen les cél-lules cap als organs limfoides secundaris no estan
absolutament determinats, perd se sap que citocines com LTa, LTB7*8 j quimiocines
com CXCL13*%!, CCL21, CXCL12%? i CCL22*% | els seus respectius receptors actuen
sinérgicament en la definicié final i en el manteniment de I'estructura del fol-licle limfoide
i del centre germinal de forma seqliencial en el que es coneix com a “multistep
paradigm”., Els treballs amb teixits humans presenten algunes limitacions
metodologiques donat que en determinades circumstancies els inductors d’un procés i les
seves conseqiiéncies poden no ser facilment distingibles. Per contra, perd, els resultats
obtinguts tenen una valua addicionali donat que han estat obtinguts sense cap
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manipulacio externa del sistema. Les restriccions mencionades i les limitacions
intrinseques de les analisis bivariants correntment utilitzades, s’han minimitzat
mitjancant la utilitzaci6 d’'un nombre elevat de mostres i s’han estudiat els resultats
mitjancant analisis multivariants que poden predir esdeveniments i poden establir
classificacions jerarquiques. D'acord amb aquestes premises i donat que la xarxa de
quimiocines és altament imbrincada, analitzarem els resultats individualment en una
primera aproximacio.

1/ Es sabut que CCL21 és secretada principalment per les HEVs'® i pot ser considerada

com el primer quimioatraient en un primer pas en la neolimfogénesi. Els nostres
resultats mostren que aquesta quimiocina esta hiperexpressada a nivell de missatger en
les glandules d’AITDs que contenen centres germinals i a nivell proteic s’ha pogut definir
clarament en les HEVs. Altres autors també han proposat les cél-lules endotelials com a
responsables de CCL21 en teixits que contenen LFs i son diana de malalties*®*. Quan la
quimiocina s’expressa ectopicament o es generen ratolins defectius, tenen lloc fendmens
inflamatoris en alguns casos*®>, formacions de centres germinals ectopics en
d’altres*®®* o s’inhibeix l'arribada de les cél-lules pre-immunes i de les dendritiques a
les arees T dels noduls limfatics'’?. Les nostres dades demostren la capacitat de les
glandules tiroidals d‘actuar com a arees d‘arribada de leucocits. Com és esperable i
d’acord amb dades d‘altres grups, CCR7 es detecta en els limfdcits intratiroidals i en les
cél-lules dendritiques pero el nivell d’expressié és baix i el nombre de cél-lules positives
per a aquest receptor també ho és. Una explicacidé a aquest resultat podria ser la
regulacié negativa del receptor de superficie un cop la cél-lula ha assolit la glandula (com
s’ha proposat en altres models per altres receptors®®*°) que, a la vegada, indicaria
indirectament que el reciclatge dels limfocits en els LFs intratiroidals seria relativament
baix en aquest estadi.

2/ CXCL12 és una quimiocina homeostatica constitutiva produida per les cél-lules
estromals del moll de l'os, el timus, els organs limfoides secundaris*®®? i altres
teixits**%*9!, Dels nostres resultats es dedueix que CXCL12 esdevé en aquest punt
(considerat per nosaltres com a segon pas) la quimiocina involucrada en la regulacio del
trafec limfocitari un cop les cél-lules han arribat a la tiroide. Hem demostrat que les
cél-lules estromals tiroidals en la majoria de tiroides produeixen nivells baixos i variables
de CXCL12, excepte en els HT en els que el nivell d’expressié és més elevat malgrat que
la destruccié de cél-lules epitelials sigui més extesa. La variabilitat en Vexpressié
d’aquesta quimiocina en els malalts amb autoimmunitat tiroidal és probablement
explicable per la proporcié variable que linfiltrat limfocitari representa en cada glandula.
Segons aixo0, aquelles tiroides en les que l'infiltrat intratiroidal seria més elevat (en funcié
de l'estadi de la malaltia, el tractament farmacoldgic rebut pel pacient, etc) i en les que
d’acord amb els nostres resultats s’hi haurien format ja fol-licles limfoides ectopics,
presentarien un contingut més reduit de cél-lules estromals capaces de produir CXCL12.
Quant als HT, quan s’injecten PBMCs d’individus EBV* en ratolins SCID, es desenvolupen
tumors humans que donen lloc a limfomes B*2. En aquests tumors s‘expressa més
CXCR4 que d'altres receptors (CXCR3 i CCR7), perd sobretot s’hi expressa selectivament
CXCL12, cosa que suggereix una relacid entre l'expressidé de la quimiocina i el
desenvolupament de la LCL. En els nostres resultats demostrem que les glandules amb
AITD que expressen més CXCL12 sén els HT que, a la vegada, son els que amb més
frequéncia fan limfomes. Potser es podria establir la mateixa correlacié. Només després
d’estimulacié amb citocines, com en altres cél-lules epitelials endocrines*®3, els tirdcits
esdevenen la principal font de CXCL12 bioldégicament activa sobre limfocits T i B. De tots
els estimuls testats, I'IFNy sembla el més potent, fet que esta en correlacié directa amb
la hiperexpressié d'IFNy en les tiroides que contenen centres germinals. La produccié de
CXCL12 per part dels tirocits no és un fenomen excepcional, donat que poden sintetitzar
algunes quimiocines inflamatories implicades en l'atracci6 de monocits via CCL2 i de
limfocits T i B*%%7 via CXCL10 i, a més, és conegut que cél-lules estromals d‘altres
organs diana de malalties autoimmunitaries també produeixen CXCL1237%, Aquest fet
podria explicar la generacié de LFs ectopics en les tiroides de malalts amb goll
multinodular que no és una entitat clinicament considerada com d’origen autoimmunitari.
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En aquest context, un esdeveniment inicial local inespecific (excés de iode com en el
model muri de tiroiditis autcsimmunitaria induida*®’) podria produir la necrosi de tirdcits,
que conduiria a I'estimulacié de macrofags residents a la glandula productors d’IL-1 o
altres citocines, que induiria l'increment en I'expressido de CXCL12 pel tirocits adjacents.
L'Gnic receptor descrit fins el moment de CXCL12, CXCR4, permet la migracié dels
limfocits B cap a les arees B dels LFs i en les malalties autoimmunitaries de la tiroide,
com en altres malalties autoimmunitaries®®* la interacci6 amb el seu lligand sembla
critica en I'acumulacio de les cél-lules T i B.

3/ Al contrari de les quimiocines homeostatiques que son d’expressio constitutiva, altres
son regulades o induides per algunes citocines. Aquest és el cas de CXCL13 que és
induida per la secrecié de LTa**® en un feedback positiu, donat que CXCL13 indueix a la
vegada |'expressié en superficie de LTB. En general, les citocines de_la familia del factor
de necrosi tumoral juguen un paper important en l'organogénesi limfoide, fet que es
demostra quan els ratolins defectius en LTa o LTB i en el seu receptor LTbetaR presenten
anomalies en l'organitzacio dels teixits limfoides i que quan s’expressen transgénicament
es formen LFs ectopics®®. En els centres germinals canonics, LTB s’expressa en una
proporcid reduida de limfocits T i B perd s’ha de co-expressar amb LTa en forma de
trimer LTalp2 per a que sigui considerada funcional. En el nostre model huma, segons
els resultats de Ianalisi bivariant, només I'expressié de LTo correlaciona amb el
desenvolupament de GCs intratiroidals visibles, mentre que LTB i LTbetaR sén més
uniformement presents en totes les glandules tant autoimmunitaries com no. Els nostres
resultats no coincideixen amb els reportats en l'artritis reumatoide, segons els quals LT
correlaciona amb CXCL13*7. Aquesta discrepancia podria ser deguda a l'estat tarda de
maduracié dels LFs intratiroidals del nostre material. De fet, en el moment en els que els
pacients sén intervinguts quirdrgicament, la malaltia ha estat activa durant periodes de
temps variables. Quan es consideren els resultats de |'analisi multivariant, Vexpressié de
LTbetaR sembla indispensable en el desenvolupament dels fol-licles limfoides
intratiroidals. Considerats en conjunt, els resultats indicarien un tercer pas en el que la
secrecid de LTa induiria I'expressié de CXCL13.

4/ Entre les quimiocines que regulen la compartimentalitzacié dels limfocits T i B en els
LFs i qie modula I'expressidé de LTB, CXCL13 és la relacionada amb el manteniment de la
xarxa de cél-lules dendritiques fol-liculars®®. En les nostres mostres hem demostrat la
sintesi de CXCL13 restringida a les tiroides amb CGs, perd no hem pogut determinar la
naturalesa de les cél-lules productores d‘aquesta quimiocina. En l‘artritis reumatoide
s’han identificat els sinoviocits, les cél-lules endotelials i les FDCs com a productores de
CXCL13*”%, En el nostre cas la distribucié de les cél-lules CXCL13* recorda més la de les
cél-lules dendritiques, encara que no es pot descartar que els focus de cél-lules CXCL13"*
aillades puguin ser FDCs residuals o en els primers estafdis de diferenciacié a partir d’'un
precursors cel-lular resident iniciaiment a la tiroide i modificat posteriorment per estimuls
encara no determinats. D'acord amb el model “multistep”, la secrecié de CXCL13 induiria
a la vegada la sintesi de LT per part de les cél-lules B del centre germinal (quart pas)
tancant aixi un cercle que s'aniria autoalimentant i mantindria la compartimentalitzacié
del LF. Els limfocits intratiroidals expressen CXCR5 en la seva superficie. Dos grups
independents han descrit la preséncia d'un nou subtipus de cel-lula T memoria
CD4*CXCR5*CCR7°, que indueix el canvi d‘isotip quan es co-cultiven amb limfocits B
d’amigdala*®489,

5/ El cinqué i darrer pas del procés seria aatribuible a CCL22!%%, expressada per les DCs
madures** i que ha estat descrita com a quimiotactica per les cél-lules CLA-1*. Segons
els nostres resultats, CCL22 es gairebé exclusiva de les tiroides amb centres germinals,
per la qual cosa la converteix en una de les molécules necessaries en el
desenvolupament d’aquestes estructures a nivell de tiroide. La correlacié que exsiteix
entre la quimiocina i els nivells d’autoanticosso tiroidals (Tg, TPO i TSHR) suggereixen
una contribucié d’aquesta molécula en la immunitat humoral caracteristica de les
malalties autoimmunitaries de la tiroide.
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Donada la diversitat o variabilitat dels processos de neogénesi en diferents malalties
autoimmunitaries, a la vista dels resultats propis i d‘altres grups, la qiestié principal
sembla la de concretar els factors que determinen el control final dels procés. Sembla
que un dels factors critics és l‘antigen, perdo que els patrons de l'hoste com factors
genetics, etc, pot ser determinant. Existeixen multiples factors que contribueixen a la
transformacié d‘un infiltrat inflamatori en una estructura limfoide organitzada que tingui
la capacitat d’adquirir funcions noves i de dirigir el curs d’una malaltia autoimmunitaria.
En les malalties autoimmunitaries de la tiroide, la regressié multivariant mostra que els
elements fonamentals en el desenvolupament de LFs intratiroidals son l'expressié de
CXCL13, CCL22 i la preséncia de limfotoxina, mentre que d‘altres mol’ pecules com
citocines i altres quimiocines produides en la lessié no semblen determinants en el procés
de neogénesi (de forma similar al que s’ha descrit en l'artritis reumatoidea en la que
CCL22 és substituida per CCL21%7).

Una de les qliestions més interessants que es desprenen del present treball és quin paper
juguen els LFs intratiroidals en el desenvolupament de la patogenesi. Es dificil respondre
donat que el rol dels LFs ectopics fisioldgics que apareixen durant la resposta a una
infeccid encara no s’ha determinat. No esta clar quin és l'avantatge que obté el sistema
immunitari quan trasllada aquestes “posicions avencgades” al teixit diana. Els LFs en arees
molt riques en antigen i fora del teixit limfoide podrien permetre una expansié rapida de
la resposta que podria assolir una alta intensitat. El recilutament de cél-lules B debilment
autoreactives a la tiroide i una revisidé extensiva dels seus receptors (que es convertirien
en Igs de superficie d’alta afinitat), seria important per la produccié d’autoanticossos
d’alta afinitat. En un LF normal, les cel-lules B autoreactives serien eliminades per
apoptosi quan es posessin en contacte amb antigen, perd aixd no sembla que sigui el que
té lloc en els GCs intratiroidals en els que la concentracié d’antigen és molt elevada, cosa
que suggeriria que el microambient en el que es desenvolupen els GCs a la tiroide és
permissiu a les respostes autoimmunitaries. Posteriorment, la presentacié antigénica
d’antigens propis per les cél-lules B autoreactives i, potser també per cél-lules
presentadores d’antigen professionals i no professionals (com tirocits que expressen alts
nivells de molécules d’HLA de classe II i d’adhesid®®®%0%%2) podria ser crucial en el
manteniment i en I'expansié de la resposta autoimmunitaria. En aquest escenari seria
senzill predir que les respostes autoimmunitaries serien més dificils de controlar quan es
desenvolupessin LFs al teixit diana.

L’'esdeveniment que inicia les AITDs encara no s’ha identificat, perd modificacions en els
nivell de i'aport de iodina és probablement important. No és dificil de concenbre que una
resposta inicial inflamatotia no especifica induida localment per toxicitat podria estimular
la secrecidé de citocines i de quimiocines per part de macrofags, cél-lules dendritiques i
tirdcits. En algunes circumstancies, les cél-lules endotelials podrien adquirir les
caracteristiques de vénules d’endoteli alt i recultar limfocits T i B, mentre que alhora
algunes cél-lules estromals podrien evolucionar a cél-lules dendritiques fol-liculars. En
aquest escenari, l'inici d’'una resposta immunitaria a nodul limfatic regional no seria
estrictament necessaria, donat que els limfocits en el propi organ diana podrien
proimoure la resposta. ‘

La possibilitat que els LFs intratiroidals puguin contribuir al desenvolupament d‘una AITD,
suggereix que l'administracié local d'uan terapia immunosupressora podria controlar la
malaltia. Aquest fet no seria impostant a les malaities autoimmunitaries de la tiroide
donat que els tractament a l’abast sén relativament satisfactoris, perd podrien ser-ho en
altres malalties per que l'administracié de tractament local no comporta els efectes no
desitjats severs que comporta el tractament amb immunosupressors sistémics.

Un altra resultat interessant que es desprén del present treball és que I'acumulacié de
limfocits a la tiroide té conseqléncies perifériques. Aquesta acumulacié “especifica de
receptor” es podria explicar com a conseqiiéncia de dues situacions diferents: a/ que el
percentatge de limfocits CXCR4" circulants a PBMCs dels AITDs incrementi després de
I'atac autoimmunitari cosa que incrementa la probabilitat que es dirigeixin cap a la
tiroide, o b/ que els limfocits CXCR4" periférics siguin reclutats al teixit diana i, com a
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consequéncia, el nombre de les cel-lules positives pel receptor minvi. Els nostres
resultats son compatibles amb la segona situacié degut a que hem trobat un percentatge
meés elevat de cel-lules “receptor-positive§” infiltrant el teixit diana i formant els centres
germinals intraitroidals que en periferia. Es probable que el nivell d'activacié alt dels LFs
a la tiroide causi una reduccié marcada en la proporcié de limfocits T CXCR4* i CCR7Y,
menys marcada en els limfocits B CXCR5™", dels malalts amb AITD. Aquest canvi fenotipic
podria constituir un bon marcador de l'activitat cel-lular de la resposta immunitaria
contra els antigens tiroidals i es podria utilitzar com a test clinic pel seguiment dels
malalts.

Finalment, i corroborant la relevancia patogénica de la neogénesi limfoide intratiroidal en
la resposta autoimmunitaria, hem trobat una elevada correlaao entre els nivells
d’expressié de quimiocines i els nivells d’autoanticossos.
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1/ La tiroide es comporta com una glandula que, en les malalties autoimmunitaries de la
tiroide (malaitia de Graves-Basedow i tiroiditis de Hashimoto), es comporta athora com a
teixit diana de l‘atac autoimmunitari i com a glandula en la que es desenvolupen fol-licles
limfoides ectopics (teixit limfoide terciari) propis de teixit limfoide secundari.

2/ Els centres germinals que s'hi formen estan constituits per tots els tipus cel-lulars
descrits fins al moment en els centres germinals canodnics, amb una distribucidé molt
similar. En el seu si, tenen lloc tots els processos caracteristics de la reaccié centre
germinal (proliferacié, hipermutacié somatica amb reordenaments secundaris, apoptosi,
canvi d’isotip).

3/ En els fol-lictes limfoides intratiroidals s’hi generen cél-lules B que expressen receptors
(immunoglobulines) especifiques contra antigens tiroidals (contra tiroglobulina i contra
peroxidasa tiroidal) que poden contribuir a la cronificacié de la malaltia un cop instaurada
dirigida per la propia glandula.

I3

4/ Els mecanismes d’eliminacié de les cél-lules autoreactives generades in situ sén
insuficients o defectuosos (fins i tot encara que hi hagi una alta concentracié d‘antigen).

5/ En les tiroides on es desenvolupen centres germinals, s’observa un patré de citocines
caracteristic dels centres germinals canonics, en els que aquestes es troben
hiperexpressades.

6/ En les tiroides on es desenvolupen centres germinals, s‘observa un patré de
quimiocines caracteristic dels centres germinals canonics, en els que aquestes es troben
hiperexpressades. En la produccié d’aquestes quimiocines, els tirdcits juguen un paper
fonamental, donat que sén la principal font de CXCL12 funcional que sembia que jugaria
un paper important en el reclutament inicial dels limfocits T i B que infiltren les
glandules.

7/ El patré de receptors de citocines i de quimiocines dels limfocits presents a linfiltrat
tiroidal és el caracteristic dels ganglis limfatics i provoca un reclutament selectiu dels
limfocits que els expressen cap a la tiroide.

8/ L'acumulacié selectiva dels esmentats limfocits provoca un descens d’aquest en sang
periferica dels malals, de forma que un seguiment de la poblacid que expressa receptors
de quimiocines podria ser Gtil com a marcador de desenvolupament de fol-licles limfoides
intratiroidals a les malalties autoimmunitaries de la tiroide.
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AcMo anticos monoclonal

Ag antigen

AICD (antigen-induced cell death) mort cel-lular induida per activacio
AID activation-induced cytidine deaminase
AITD (autoimmune thyroid disease) malaltia autoimmunitaria de la tiroide
-AP conjugat amb fosfatasa alcalina

APC (antigen presenting cell) cel-lula presentadora d’antigen

BCA-1 B cell attracting factor-1

BCR (B cell receptor) receptor de la cél-lula B

BSA (bovine serum albumin) albdmina sérica bovina

cD cluster de diferenciacié

cpm comptes per minut

oC graus centigrads

CSR (class switch recombination) canvi d'isotip

CTL limfécits T citotdxics

DC (dendritic cell) cél-lula dendritica (iDC, immadura; mDC, madura)
DAB ! diaminobenzidina

DEPC dietilpirocarbonat

dNTPs desoxinucledtids

DMSO dimetil sulfoxid

DO densitat optica

dsDNA (double stranded DNA) DNA de doble cadena

DTH reaccions d‘hipersensibilitat retardada
DZ (dark zone) zona fosca

EAE encefalomielitis autoimmunitaria

EBV virus Epstein-Barr

ECD (extracel-lular domain) domini extracel-lular TSHR)

ELISA enzyme-linked immunosorbent assay
FDC (follicular dendritic cell) cél-lula dendritica fol-licular

-FITC (fluorescein isothiocyanate) isotiocianat de fluoresceina

GALT (gut-associated lymphoid tissue) teixit limfoide associat als budells
GAPDH dliceraldehid fosfat deshidrogenasa
GC centre germinal

G-CSF granulocyte colony-stimulating factor
GD (Graves-Basedow disease) malaltia de Graves-Basedow
GlyCAMs glycosilation-dependent cell adhesion molecule
GM-CSF granulocyte-macrophage-colony- stimulating factor
HEL hen-egg lysozyme

HEV (high endothelial venules) vénules d’endoteli alt

HIGM1 (X-linked HIGM syndrome) sindrome d‘hiper-IgM lligada al crom osoma X
HLA histocompatibility leucocyte antigen
HT (Hashimoto's disease) malaltia de Hashimoto

IBD inflammatory bowel disease

IC immunocomplexes

ICAM intercellular adhesion molecule

IDC (interdigitating dendritic cell) cél-lula dendritica interdigitant

1IDDM insulin dependent diabetes meliitus
IFL immunofluorescéncia

IFN interferé

IL interleucina

IL-R receptor d’interleucina

IMGT ImMunoGeneTics database

ITLs (infiltrating lymphocytes) limfocits infiltrants

IP iodur de propidi
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kDa

LCL

LF (lymphoid follicle)

LFA

LN (lymph node)

LP

LT

LZ (light zone)

MadCAM

MALT (mucose-associated tymphoid tissue)
MBP (mylein basic protein)
M-CSF

MDC

mg

MG

MHC (major histocompatibility complex)
MIF :
MIP

MLN (mesenteric lymph node)
mM

uM

MM

MNG (multinodular goiter)

MS

MZ (mantle zone)

MZM

NEHJ

NK (natural killer)

OL2™ i OL3™

PALS (periartheriolar lymphoid tissue)
PBLs (peripheral blood lymphocytes)
PBMCs (peripheral blood mononuclear cells)
PBS (phosphate buffered saline)
-PE (phycoerithrin)

-PerCP

PFA

PNA (peanut agglutinin)

PNAds

-PO

PPs (Peyer’s patches)

PT

PT (palatine tonsil)

RA

RAG

RR

RSS

SDF-1

SHM

SLC

SLE

SMZ (splenic marginal zone)

SS

TCR (T cell receptor)

TdT

Th (helper T cells)

kilodalton

leucémia limfatica cronica

fol:licle limfoide
lymphocyte-associated molecule
gangli limfatic

lamina propia

limfotoxina

zona clara

mucosal addressin cell adhesion molecule
teixit limfoide associat a mucoses
proteina basica de la mielina
macrophage colony-stimulating factor
macrophage-derived factor

miligram

miasténia gravis

sistema major d’histocompatibilitat
mitjana intensitat de fluorescéncia
macrophage-inflammatory chemokine
gangli limfatic mesenteéric

milimolar

micrometre o micra

macrofags metal.lofilics

goll multinodular

esclerosi multiple

zona del mantell fol-licular

macrofags de zona marginal esplénica
nonhomologous end-joining

cel-lules “assassines”

organs limfoides secundaris i terciaris
veina limfoide periarteriolar

limfocits de sang periférica

cél-lules mononuclears de sang periférica
tampo fosfat sali

ficoeritrina

proteina clorofil-la peridinina
paraformaldehid

aglutinina de cacauet

adressines de nodul limfatic periféric
conjugat amb peroxidasa

plaques de Peyer

toxina pertussis

amigdala palatina

artritis reumatoide

recombination activating gene
revisié del receptor

seqliéncia de senyal de recombinacid
stromal cell-derived factor-1
hipermutacions somatiques
secondary lymphoid chemokine

lupus eritematds sistémic

zona marginal esplénica

sindrome de Sjogren

receptor de la cél-lula T

termina! deoxynucleotidil transferase
cél-lules T col-laboradores
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TFC (thyroid follicular cells)

Tg (thyroglobulin)

TLPs

TMB

TNF (tumor necrosis factor)

TPO (thyroidal peroxidase)

TRANC

Treg

TSHR (thyrotropin stimulatory hormone receptor)
TSI (thyroid-stimulating immunoglobulins)
TRITC (tetramethyl rhodamine isothiocyanate)
TUNEL

VAPs

VCAM

cel-tules tiroidals fol-liculars

tiroglobulina

progenitors limfatics timics

timus

factor de necrosi tumoral

peroxidasa tiroidal

TNF-related activation-induced cytokine
cél-lula T reguladora

receptor de I’hormona estimuladora de la tirotropina
immunoglobulines estimuladores de |a tiroide
isocianat de tetrametil rodamina
TdT-mediated dUTP nick-end labeling assay
vascular adhesion proteins

vascular cell adhesion molecule
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