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4.RESULTATS

Fig. 47 Expressió de CXCR5 als limfòcits T i B intratiroïdals. Població limfocitària utilitzada i
resultats de citometria de l'expressió de CXCR5 prenent una finestra d'anàlisi de limfòcits
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
tinció pel receptor. Als requadres interiors es mostren dues zones ampliades de les
microfotografies. Els augments es representen amb una línia horitzontal que equival a 100-nm.
Part inferior: anàlisis de l'expressió de CXCR4 a cèl·lules CD3+ i CD19+ en funció de l'expressió
de CD45RA o de CD45RO. Els % corresponen a les mitjanes de set experiments independents.
El gràfic inferior representa el percentatge de cèl·lules CXCR4+ en l'infiltrat limfocitari que són
respectivament CD19+ o CD3+ i la distribució relativa en CD45RA o CD45RO.
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4. RESULTATS

4.16 ELS RECEPTORS DE QUIMIOCINES INTRATIROÏDALS SÓN FUNCIONALS

Com hem comentat en la migració limfocitària, 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 molècules d'activació i d'adhesió, etc.
En aquest sentit, i per tal d'estudiar la funcionalitat del receptor de quimiocines expressat
a la membrana dels limfòcits intratiroïdals (CXCR4) més àmpliament , hem fet assajos de
quimiotaxi en els quals l'agent quimiotàctic utilitzat és el seu lligand natural CXCL12
humà a diferents concentracions i les cèl·lules diana de la quimiotaxi són cèl·lules T CD3+

i B CD19+ separades de les digestions totals de tiroides per cell-sorting. D'acord amb el
caldria esperar en funció del nivell d'expressió del receptor, tant els limfòcits T com els B
migren en un gradient de CXCL12 de forma dependent de la dosi, cosa demostra que
aquest receptor present en les cèl·lules de l'infiltrat intratiroïdal és funcional (figura 48).
Malgrat això, cada població cel·lular mostra una resposta quimiotàctica diferent ja que,
encara que el nivell màxim de migració per les cèl·lules T i B s'assoleix a concentracions
similars de CXCL12a humà (100ng/ml), el nombre absolut de cèl·lules que migren en
situació basal (medi de cultiu sense estímul) i en presència de la quimiocina és diferent.
D'acord amb el nombre superior de molècules de CXCR4 a la superfície de les cèl·lules B,
aquestes responen a l'estímul migratori en més quantitat que les cèl·lules T. La incubació
prèvia dels limfòcits intratiroïdals amb anticòs anti-CXCR4 humà bloqueja totalment la
migració de les cèl·lules B per sota del nivell basal i parcialment la migració de les
cèl·lules T que resta reduïda en un 30% respecte la concentració de CXCLIZa que indueix
menys resposta (10ng/ml), cosa que indica que probablement CXCR4 no és l'únic
receptor de quimiocines que media la migració de les cèl·lules T en un gradient de
CXCLIZa.
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Fig. 48 Funcionalitat del CXCR4 expressat als limfòcits intratiroïdals. Assajos de quimiotaxi en
cèl·lules B i T, obtingudes per separació cel·lular en citofluorímetre, que mostren una resposta
dependent de la dosi de CXCL12a utilitzada. Els resultats són la mitjana de 4 experiments
independents per duplicat en els que la migració s'expressa com a index i es calcula com a
quocient entre el nombre de cèl·lules que migren en resposta a la quimiocina i les que migren
espontàniament. Les barres superiors de cada representació corresponen a la migració de la
mateixa quantitat de cèl·lules prèviament bloquejades per incubació amb anticòs anti-CXCR4.
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4 RESULTATS

4.17 L 'EXPRESSIÓ DE cxcR41 DE CXCRS INCREMENTA DESPRÉS DE CULTIU
En el curs de la quantificació de receptors de quimiocines en limfòcits intratiroïdals s'ha
observat un fenomen, ja descrit anteriorment en alguns limfòcits de sang perifèrica per
altres receptors, segons el qual després d'incubació llarga (12 hores) el nombre de
molècules de receptor de quimiocines en membrana o el percentatge de cèl·lules
positives augmenta. Nosaltres hem observat un comportament similar quan es cultiven
durant períodes curts de temps (18-36 hores) els limfòcits intratiroïdals provinents de
digerits tiroïdals totals.

Quan es comparen amb els valors considerats basais (període d'incubació inferior a
tres hores) l'expressió de CXCR4 incrementa 1,5 vegades respecte el basal. Això té
lloc només a expenses de les cèl·lules T CD3+, donat que més del 90% de les cèl·lules
B CD19+ en condicions basais són CXCR4+ (figura 49). Considerant les subpoblacions
CD45RA i CD45RO, l'increment en l'expressió de CXCR4 es duplica en les CD3+
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4 RESULTATS

El comportament de CXCR5 és parcialment similar donat que aquest receptor
incrementa 5 cops en els hmfòcits T CD3* post-cultiu però, a diferència de CXCR4,
també es duplica en les CD19+ respecte els nivells basais (figura 50). Un cop més la
subpoblació CD3+ CD45RA sembla la responsable de l'increment en els hmfòcits
mtratiroidals. Pel que fa a CCR7, donat que el seu nivell d'expressió basal era molt
baix no es va determinar el seu increment port-cultiu.
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4.18 DISTRIBUCIÓ ASSIMÈTRICA DELS RECEPTORS DE QUIMIOCINES ALS
MALALTS AMB AUTOIMMUNITAT TIROÏDAL
L'acumulació de limfòcits que expressen receptors de quimiocines en els fol·licles
limfoides ¡ntratiroïdals podria ser tant la causa com la conseqüència d'una situació
peculiar a nivell de receptors en limfòcits perifèrics que resultaria en una reducció o en
un increment en els corresponents receptors en PBMCs. Per tal d'aclarir aquesta situació
hem quantificat l'expressió de CCR7, CXCR4 i CXCR5 en els limfòcits de sang perifèrica
dels mateixos malalts en els que s'havia determinat en limfòcits ¡ntratiroïdals. Donat que
el comportament de cada receptor és particular, els considerarem per separat:

CCR7. A diferència del que té lloc al teixit diana, els leucòcits CCR7"1" a nivell
circulant són molt més abundants i s'expressen tant a cèl·lules T com B (figura
51). Quan es comparen en un mateix malalt, els limfòcits perifèrics CCR7+ estan
significativament incrementats respecte els corresponents ¡ntratiroïdals
(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 cèl·lules T CD3+ (39,3±13,6% a PBMCs i 2,5±1,4% a
ITLs; p=0,018) com a nivell de cèl·lules B CD19+ (39,8±17,0 a PBMCs i
11,4±7,1% a ITLs; p=0,028). Entre els limfòcits T perifèrics, l'anàlisi de la
proporció relativa de cèl·lules CD45RA i CD45RO que expressen CCR7 mostra
que aproximadament dues terceres parts de limfòcits T són CCR7*CD45RA+,
mentre que una tercera part és CCR7+CD45RO+ (taula VI annex).

La comparació "limfòcits intratiroïdals-limfòcits circulants" pel que fa a
l'expressió de CXCR4 (figura 51) és l'oposada a la de CCR7. Així, el total de
limfòcits CXCR4+ és més abundant al teixit diana (63,6±12,9%) que en circulació
(31,6±12,9%). També a diferència de l'anterior receptor, la reducció en el
percentatge de limfòcits CXCR4+ perifèrics és atribuïble només al descens en les
cèl·lules T, que representen el 59,6*15,0% a la tiroide i només un 21,9±15,1% a
circulació; p=0,0001). Per contra, la proporció de CD19+CXCR4+ als limfòcits
perifèrics dels malalts amb autoimmunitat tiroïdal es manté similar a la dels que
infiltren la glàndula. La reducció en el percentatge de CD3+CXCR4+ és
especialment marcada en la subpoblació de cèl·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
tendència a l'increment a nivell de PBMCs que no és estadísticament significatiu.

L'expressió de CXCR5 a perifèria no difereix significativament de la que
s'observa a la tiroide (figura 51) quan es comparen el total de limfòcits 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 l'expressió de CXCR5 en cèl·lules T
i B, es confirmen els resultats considerats globalment donat que ni als limfòcits T
(10,2±3,4% a ITLs i 10,5±8,7% a PBMCs; p=0,98817) ni als limfòcits B
(67,2±19,0% a ITLs i 96,2±2,5% a PBMCs) s'observen diferències significatives,
encara que als limfòcits B sí que es veu una tendència a l'increment en perifèria.
Considerant les mateixes subpoblacions limfocitàries de cèl·lules T que hem
analitzat per als anteriors receptors de quimiocines, es descarta un increment en
perifèria de la subpoblació 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 cèl·lules T ni en els limfòcits infiltrants totals donat
que percentualment aquesta subpoblació representa una proporció molt petita.
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Fig. 51 Expressió dels receptors de quimiocines als limfòdts infiltrants de la tiroide i
comparado amb els perifèrics dels malalts amb AITD. Representacions gràfiques
corresponents als percentatges de cèl·lules que expressen CCR7 (bloc superior), CXCR4 (bloc
central) i CXCR5 (bloc inferior) en la superfície de limfòcits intratiroïdals (ITI_s) i de sang
perifèrica (PBMCs) de 7 individus. Les dades corresponents al mateix malalt es mostren
unides per una línia. Els gràfics de l'esquerra corresponen als percentatges respecte el total
de limfòcits, mentre que els gràfics del centre i de la dreta s'han obtingut tenint en compte els
total de limfòcits T i B en una finestra d'anàlisi utilitzant com a marcadors CD3 i CD19
respectivament. Les línies horitzontals representen les mitjanes dels valors obtinguts i s'ha
considerat * si p<0,05 i ** si p<0,01.

138



4.RESULTATS

4.19 ELS MALALTS AMB CENTRES GERMINALS INTRATIROÏDALS PRESENTEN UNA

REDUCCIÓ PERIFÈRICA DELS NIVELLS DE CD3+CCR7+, CD19+CCR7+ I

CD3+CXCR4+

En base als resultats assimètrics obtinguts en la comparació dels nivells de receptors a
periferia i al teixit diana d'un mateix individu, ens hem plantejar l'augment o la
disminució d'alguns d'ells com a conseqüència de l'acumulació selectiva de determinats
subtipus cel·lulars a la tiroide. Per tal de demostrar-ho, i basant-nos en dades
bibliogràfiques sobre individus sans, hem intentat confirmar aquest fet determinant els
nivells d'expressió de CCR7, CXCR4 i CXCR5 en sang perifèrica d'individus sans amb el
mateix rang d'edat i sexe que els malalts amb autoimmunitat tiroïdal utilitzats. Els
resultats obtinguts per cada receptor estudiat es presenten desglossats a continuació i a
les dades de la taula VIII de l'annex:

CCR7. El nombre de leucòcits CCR7* a nivell perifèric en els malalts amb
autoimmunitat tiroïdal (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,OQ21).
Aquesta diferència és tan atribuïble als limfòcits T CD3+ (39,3*13,6% a AITDs i
67,3*7,9 a controls; p=0,013) com als limfòctts B CD19+ (40,3*17,0% a AITDs i
82,6±3,8% a controls; p=0,0005). Entre els limfòcits T, la subpoblació en que la
disminució és més evident és en la de les cèl·lules T memòria CD45RO, que són
CCR7"1" en el 8,9±5,0% en perifèria 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
globalment, és veu reduït a un trenta per cent del que es detecta en PBMCs
d'individus sense autoimmunitat tiroïdal (31,6±12,9% en AITDs i 60,9±7,8% en
controls sans; p=0,004) (figura 53). A diferència de l'anterior receptor, la
disminució fonamental respecte els individus controls és restringida només a les
cèl·lules T CXCR4+, que representen un 21,9±15,1% a les mostres de les
persones amb autoimmunitat tiroïdal i que s'eleven al 58,3*9,6% als controls
sans (p=0,016). Els percentatges de cèl·lules B CXCR4"1" varien lleugerament
però les modificacions no arriben a ser significatives quan es comparen aquestes
dues poblacions (87,9*54% a AITDs i 96,13±4,1% a controls). De forma similar
al CCR7, l'expressió reduïda de CXCR4 a les cèl·lules T afecta principalment la
subpoblació de cèl·lules CD45RO, que representen un 5,8±8,6% als individus
amb AITD i un 28,4±10,6% als controls sans (p=0,0003).

Respecte CXCR5. les diferències mínimes observades en l'expressió- d'aquest
receptor a PBMCs de malalts i de controls sans (figura 54} no arriben a ser
significatives ni a nivell de total de limfòcits de sang perifèrica (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 cèl·lules T (10,5±8,7% a AITDs i 8,5±4,2% a controls) i les de
cèl·lules B (96,2±2,5 a AITDs i 97,9*3,1% a controls sans).
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Fig. 52 Comparació de l'expressió de CCR7 als limfòdts perifèrics dels malalts amb AITD amb
els limfòdts perifèrics de controls sans. Gràfic superior: representacions gràfiques
corresponents als percentatges de cèl·lules que expressen CCR7 en la superfície de limfòcits
de malalts (PBMCs AITDs) i de controls (PBMCs CTRs) 7 individus. Els gràfics de l'esquerra
corresponen als percentatges respecte el total de limfòcits, mentre que els gràfics del centre i
de la dreta s'han obtingut tenint en compte els total de limfòcits T i B en una finestra d'anàlisi
utilitzant com a marcadors CD3 i CD19 respectivament. Les línies 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 l'anàlisi i els percentatges del mateix receptor en funció de l'expressió de CD45RA i de
CD45RO a les cèl·lules T (gate CD3+) i a les cèl·lules B (gate CD19+). La part inferior de la
gràfica mostra la distribució de les cèl·lules CCR7+CD45RA+ i CCR7+CD45RO+ com a
percentatge del total de cèl·lules CCR7+ en individus amb AITD i en controls sans.
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limfòdts totals CD3+ CD19+
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Fig. 53 Comparació de l'expressió de CXCR4 als limfòdts perifèrics dels malalts amb AITD amb
els limfòdts perifèrics de controls sans. Gràfic superior: representacions gràfiques
corresponents als percentatges de cèl·lules que expressen CXCR4 en la superfície de limfòcits
de malalts (PBMCs AITDs) i de controls (PBMCs CTRs) 7 individus. Els gràfics de l'esquerra
corresponen als percentatges respecte el total de limfòcits, mentre que els gràfics del centre i
de la dreta s'han obtingut tenint en compte els total de limfòcits T i B en una finestra d'anàlisi
utilitzant com a marcadors CD3 i CD19 respectivament. Les línies 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 l'anàlisi i els percentatges del mateix receptor en funció de l'expressió de CD45RA i de
CD45RO a les cèl·lules T (gate CD3+) i a les cèl·lules B (gate CD19+). La part inferior de la
gràfica mostra la distribució de les cèl·lules CXCR4+CD45RA+ i CXCR4+CD45RO+ com a
percentatge del total de cèl·lules CXCR4+ en individus amb AITD i en controls sans.
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limfòdts totals CD3+ CD19+

Sb
ui

•8

IQO

75

50-

25-

PBMCS AITDs

PBMCs PBMCs PBMCs PBMCs PBMCs PBMCs
AITDs CTRs AITDs CTRs AITDs CTRs

gate CD3+ gate CD19+

Q
U

10,5

u

10,5

Û
U

96,2

10° 10' 10* 10" 104 10° 10' 10a 10a

CXCR5 CXCR5
10° 10' 10* 10a 104

CXCR5

PBMCS controls sans

2 &in •-
S
u

8,5

u

8,5

U

97,9

10» 10' 10* 10"
CXCR5

10" 10' 102 10" 10* 10° 10' 102 10" 104

CXCR5 CXCR5

PBMCs AITDs PBMCs CTRs
CD31-CDISRO-. CXCR' ,

CD3+CXCR5+ CD3+CXCR5+
CD3+CD45RA+CXCR5+ CD3+CD45RA+CXCR5+

Fig. 54 Comparado de l'expressió de CXCR5 als limfòdts perifèrics dels malalts amb AITD amb
els limfòdts perifèrics de controls sans. Gràfic superior: representacions gràfiques
corresponents als percentatges de cèl·lules que expressen CXCR5 en la superfície de limfòcits
de malalts (PBMCs AITDs) i de controls (PBMCs CTRs) 7 individus. Els gràfics de l'esquerra
corresponen als percentatges respecte el total de limfòcits, mentre que els gràfics del centre i
de la dreta s'han obtingut tenint en compte els total de limfòcits T i B en una finestra d'anàlisi
utilitzant com a marcadors CD3 i CD19 respectivament. Les línies 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 l'anàlisi i els percentatges del mateix receptor en funció de l'expressió de CD45RA i de
CD45RO a les cèl·lules T (gate CD3+) i a les cèl·lules B (gate CD19+). La part inferior de la
gràfica mostra la distribució de les cèl·lules CXCR5+CD45RA+ i CXCR5+CD45RO+ com a
percentatge del total de cèl·lules CXCR5+ en individus amb AITD i en controls sans.

142



5. TAULESANNEXES



5.TAU LES ANNEXES

GC

GD 228 1 LF
GD 228 2 LF
GD 228 3 LF
GD 228 4 LF
GD 228 5 LF
GD 228 6 LF
GD 228 7 LF
GD 228 S LF
GD 228 9 LF
GD 228 10 LF
GD 255 1 LF
GD 257 1 LF
GD 257 2 LF
GD 257 3 LF
GD 278 1 LF
GD 403 1 LF
GD 403 2 LF
GD 403 3 LF
GD 427 1 LF
GD 427 2 LF

mitjana
SD

GC (mrr>2)
0,028
0,018
0,020
0,028
0,037
0,034
0,012
0,015
0,032
0,026
0,059
0,032
0,026
0,062
0,026
0,030
0,023
0,036
0,251
0,043

0,0419

0,0508

àrea
MZ (mm2)

0,059
0,086
0,062
0,064
0,052
0,022
0,010
0,015
0,031
0,020
0,103
0,039
0,016
0,111
0,060
0,029
0,024
0,047
0,182
0,056

0,0544
0,0415

LF (mm2)
0,087
0,104
0,082
0,092
0,089
0,056
0,022
0,030
0,063
0,046
0,162
0,071
0,042
0,173
0,086
0,059
0,047
0,083
0,433
0,099

0,0963
O, 0879

-GC -,
HT 384 1 LF
HT 384 2 LF
HT 384 3 LF
HT 384 4 LF
HT384S LF~
HT 384 6LF
HT 384 7 LF
HT 384 8 LF
HT 385 1 LN
HT 385 2 LN
HTBL1LF
HTBL2LF.
HTBL3LF
HTBL4'LF
HTBLS'LF-
HTBL6LF-.

'HTBLT"LF _
HTBL8LF
HTBL9LF
HTBL10LF
HTJC 1 LF
>HTJC2 LF
HTJC~3 LF
'HTJC4LF.
'HTJC 5 LF
HTRP1 LF
HTRP2LF
HTRP3LF
HTRP4LF
HT.RP 5 LF
HT RP 6 LF,
'HTRP7 LF.
HTRP8LF
HT RP'9 LF
HT RP 10 LF
"HT290 1 LF .
HT290 2 LF
• mitjana
, SD - -

GC (mm2)
0,092
0,281
0,020
0,017
0,043
0,052
0,045
0,055
0,094
0,330
0,113
0,121
0,345
0,172
0,062
0,037
0,294
0,127
0,128
0,248
0,037
0,016
0,144

0,101
0,091
0,027
0,097
0,091
0,060
0,079
0,031
0,025
0,066
0,034
0,060
0,074
0,059

0,102 '

^ 0, 089 „

àrea
MZ (mm2)

0,081
0,104
0,006
0,025
0,056
0,059
0,039
0,041
0,084
0,253
0,051
0,050
0,097
0,093
0,046
0,032
0,164
0,043
0,083
0,104
0,080
0,017
0,074
0,058
0,047
0,023
0,058
0,080
0,046
0,069
0,070
0,021
0,038
0,071
0,052
0,050
0,031

-"0,065 - *

i O,O6S-

LF (mm2)
0,173
0,385
0,026
0,042
0,099
0,111
0,084
0,096
0,178
0,563
0,164
0,171
0,442
0,265
0,108
0,069
0,458
0,170
0,211
0,352
0,117
0,033
0,218
0,159
0,138
0,050
0,155
0,171
0,106
0,148
0,101
0,046
0,104
0,105
0,112
0,124
0,090

'• 0,166
• ~O,125

Taula Ha, lib, lie, lid. Dades morfomètríques dels fol.licles limfoides intratiroïdals. Les taules
mostren les àrees calculades en mm2 del total de cada fol.líele (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 tiroïditis de Hashimoto (HT); c:
dades corresponents a les mostres de nòdul limfàtic (LN); d: dades corresponents a les
mostres d'amígdala palatina (PT).
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Taula lid

GC number
.N HT385 1 LF
.N HT385 2 LF
.N HT385 3 LF
.N «7385 4 LF
N «T385 5 LF
M «7385 6 LF
.N H7385 7 LF
LNCP1LF
LN CP 2 LF
LNCP3LF
LNCP4LF
LN CP 5 LF
LN CP 6 LF
LN CP'7 LF~
LNCP8LF
LN G] 1 LF
LNGJ2LF
LN G] 3 LF
LN GJ 4 LF
LNGJ5LF
LNGJ7LF
LNGJ6LF

'LN GJ8LF
LN MCI LF
LN MC 2 LF
LN MC 3 LF
LN MC 4 LF
LN MC 5 LF
LN MC 6 LF
LN MC 7 LF
LN MC 8 LF
LNPT1 LF~

,LNPT2LF
LNPT3LF
LNPT4LF
LNPT5LF
LN PT6LF
LNPT7LF
LNPT8LF~
mitjana

SD

GC Cm/772;

0,034
0,029
0,012
0,042
0,050
0,039
0,055
0,031
0,199
0,041

0,122
0,125
0,034
0,035
0,016
0,029
0,055
0,044
0,074
0,017
0,026
0,043
0,037
0,022
0,030
0,032
0,026
0,015
0,025
0,010
0,007
0,037
0,127

0,013
0,033
0,019
0,024
0,066
0,025

0,044
O,039

àrea
MZ (mm2)

0,03
0,028
0,012
0,180
0,099
0,045
0,085
0,069
0,204
0,043
0,213
0,140
0,089
0,059
0,049
0,147
0,050
0,084
0,092
0,064
0,030
0,069
0,071
0,054
0,047
0,033
0,046
0,026
0,024
0,020
0,014

0,056
0,152
0,052
0,025
0,025
0,044
0,037
0,021

0,067

0,052

LF (mm2) ••
0,064
0,057
0,103
0,222
0,149
0,084
0,140
0,100
0,403
0,084
0,335
0,265
0,123
0,094
0,065
0,176
0,105
0,128
0,166
0,081
0,056
0,112
0,108
0,076
0,077
0,065
0,072
0,041
0,049
0,030
0,021
0,093
0,279
0,065
0,058
0,044
0,068
0,103
0,046

0,113
0,084

GC

PT GM 1 LF

PTGM 2LF
PT GM 3 LF
PT GM 4 LF
PTGM 5 LF
PTGM 6 LF
PTGM 7 LF
PTGM8LF
PTLM 1 LF
PTLM2 LF
PTLM 3LF
PTLM 4 LF
PTLM 5 LF
PTLM 6 LF
PTLM7LF
PTLM8LF
PT2 3 LF
PT24LF
PT2 5 LF
PT26LF
PT2 1 LF

- PT22LF
PT23LF
PT24LF
PT25LF
PT26LF
mitjana

SD

GC (mm2)
0,132
0,061
0,181
0,033
0,075
0,056
0,151
0,034
0,192

0,115
0,082
0,015
0,016
0,207
0,144
0,267
0,470
0,425
0,380
0,336
0,449
0,123
0,078
0,161
0,183
0,084

0,171

0,137

àrea
MZ (mm2)

0,135
0,088
0,085
0,044
0,107

0,080
0,111
0,044
0,171

0,120
0,085
0,019
0,038
0,095
0,082
0,257
0,328
0,302
0,276
0,250
0,208
0,286
0,066
0,167
0,112

0,109
0,141

0,090

LF (mm2)
0,267
0,149
0,266
0,077
0,182
0,136
0,262
0,078
0,363
0,235
0,167

0,034
0,054
0,302
0,226
0,524
0,798
0,727
0,656
0,585
0,657
0,409
0,144
0,328
0,295
0,193

O,312

0,218
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Amígdala palatina

LF

1

2

3

4

5

6

m±SD

àrea
GC(mm2)

0,449

0,123

0.078

0,161

0,183

0,084

0,180±0,14

cels TUNEL+

102

53

36

40

62

22

S2,S±27,9

cèls TUNEL+/mm2

227,2

430,8

461,5

248,4

338,8

261,9

328,1±99,4

àrea
LF(mm2)

0,657

0,409

0,144

0,328

0,295

0,193

O,338±0,18

cèls TUNEL+

117

SS

38

41

71

23

58,17±33,4

cèls TUNEL+/mm2

178,1

144,2

271,4

125

240,7

119,2

179,8±63,3

Graves-Basedow

LF

~ 1

2

"• 3

4

' S

' 61

7

-.8-

'9

10

11

12

* 13

m±SD

àrea

GCfmm2)

0,028

0,018

0,020

0,028

0,037

0,034

0,012

0,015

0,032

0,026

0,032

0,026

0,062

0,028 ±0,O1

cèls~TUNEL+

S

5

0

4

3

4

1

2

4

4

4

2

6

3,38±1,7

cèls TUNEL+/mm2

178,6

277,8

50

142,9

81,1

117,6

83,3

133,3

125

153,8

125

76,9

97,8

126,39±S7,6 '

área >-
Lf(mm2}

0,087

0,104

0,082

0,092

0,089

0,056

0,022

0,030

0,063

0,046

0,071

0,042

0,173

0,O7±O,O4

ce/s 'TUNEL+

7

7

1

5

5

5

2

2

5

6

5

3

8

4,69±2,1

cèls TUNEL+/mm2

80,5

67,3

12,2

54,3

56,2

89,3

90,9

66,7

79,4

130,4

70,4

71,42

46,2

70,40±27,4 - ,

Tiroiditis de Hashimoto

LF

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

m±SD

àrea

GC(mm2)

0,092

0,281

0,020

0,017

0,043

0,052

0,045

0,055

0,094

0,330

0,034

0,029

0,012

0,042

0,050

0,039

0,055

0,O76±0,09

Cèls, TUNEL+

21

77

4

16

13

18

23

13

19

70

12

IS

3

11

17

12

20

21,S9±20,3

cèls. TUNEL+/mm2

222,3

274

400

941

302,2

346,1

511,1

236,4

202,1

212,1

363,6

642,8

272,7

261,9

425,0

315,8

363,6

37O,16±186,4

àrea

Lf(mm2)

0,173

0,385

0,026

0,042

0,099

0,111

0,084

0,096

0,178

0,563

0,064

0,057

0,103

0,222

0,149

0,084

0,140

0,1SO±0,14

cèls. TUNEL+

83

112

4

17

24

25

25

14

67

115

17

37

19

24

30

17

34

39,35±34,4

cèls. TUNEL+/mm2

508,7

290,9

153,8

404,8

242,4

227,3

297,6

145,8

376,4

204,3

265,6

660,7

184,5

108,6

201,3

202,4

242,9

277,531:141,1

Taula III. Quantifícadó del nombre de cèl. Iules apoptòtiques en els fol. lides limfoides ectòpics.
A les tres taules s'expressa el nombre absolut de cèl·lules apoptòtiques (per positivitat per la
tècnica de TÚNEL sobre seccions de teixit de congelació que contenen centres germinals) i la
seva distribució per mm2 en el total del fol.licle limfoide (LF) i en l'interior del centre germinal
(GC).
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ID

GD208
GDZS5

MNG376
MNG359
MNG362
MNG418
GD423
GD428

NOI
ND2

GD228
GD257
CD269
GD270
0)278
HT384
HT385

MNG399
GD430

GCS

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
1
1
1
1
1
1
1
1
1

AITD

1
1
0
0
0
0
1
1
0
0

1
1
0
1

a Tg
(Ul/ml)

36
36
36
36
36
36
70
36
36
36
36
598
36
ND

36
ND
774
36
36

a TPO

fUI/ml)
24
25
24
24
24
24
53
24
24
24
24

1155
ND
ND
24
ND

105000
46
46

a TSHR
(UI/I)

0,9
20,0
1,4
0,9
1,6
0,9
15,5
0,9
0,9
0,9
80,0
67,0
33,0
28,0
16,0 _
ND
0,9
1,2
10,1

% U

3,0
13,2
3,5
5,2
6,1
2,0
10,2
1,2
3,5
1,2

40,2
70,2
11,1
38,0
42,2
66,6
76,6
21,7
10,6

CXCL12

0,231
0,253
0,115
0,043
0,473
0,558
0,809
1,438
1,057
0,260
0,550
4,470
0,816
2,207
1,780
6,134
1,288
4,485
0,522

CCL21

0,023
0,182
0,173
0,008
0,012
0,236
1,445
0,223
1,023
0,374
5,513
1,772
0,485
5,219
0,158
3,161
0,237

0,072
0,307

CXCL13„

0,012
0,005
0,003
0,001
0,006
0,006
0,391
0,006
0,004
0,004
2,053
4,928
1,156
1,775
1,265
5,870
7,250
0,009
1,016

CCL22

0,239
0,389
0,144

0,051
0,655
0,406
0,036
0,126
0,093
0,048
3,250

ND
0,199
0,927
0,659
5,148
7,414

ND

0,210

LT a

ND
ND
ND

2,160
0,320
0,240
1,230

ND
0,160
0,660
0,410

ND
3,050
6,010

ND
4,910
0,090
1,940
2,530

L T ß

ND
ND
ND

0,130
0,340
0,260
4,070

ND
1,700
2,700
0,430

ND
1,840
0,750

ND
3,320
0,090
0,540
0,290

LTß R

ND
ND
ND

0,080
0,150
0,390
0,050

ND
0,160
0,200
0,660

ND
0,070
0,070

ND
0,050
0,120
0,330
0,040

IFN f

ND

ND

ND

0,090

0,170

4,670

9,010
ND

0,060
0,130
9,250

ND
2,510
3,230

ND
0,630
4,290
0,010
2,380

Taula IV. Quantifícadó de l'expressió de quimiodnes i dtodnes en timides autoimmunitàries.
Els valors de la taula indiquen el nivells d'expressió de cada quimiocina/citocina calculats com
la mitjana de les determinacions fetes per cada molècula en cada mostra (n=4) corregits per
la mitjana dels valors d'expressió de GAPDH (n=6). GCs: presència de centres germinals
ectòpics; AITD: malaltia autoimmunitària diagnosticada; aTg: títuls d'anticossos anti-
tiroglobulina; aTPO: títuls d'anticossos anti-TPO; ¿TSHR: títuls d'anticossos anti-receptor de
la TSH; %LJ: percentatge d'infiltració limfocitàna.
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CCR7

CD3

CD3+CD4SRA-CCR7+

CD3+CD45RA+CCR7+ -

CD3+CCR7+

CD3+CD45RO+CCR7+

CD3+CD45RO-CCR7+ '

CD3+CCR7+

CD3+CCR7+

ITLsl

0,5

0,3

0,8

0,7

0,2

0,9

0,8

ms2
1,4

0,3

1,6

0,3

0,1

0,4

1,O

ms3
0,9

0,9

1,8

3,2

0,4

3,6

2,7

ITLS4

1,1

0,7

1,7

1,6

1,1
2,7

2,2

mss
1,4

2,3

3,6

5,0

0,1

5,1

4,4

ITLs6

4,7

0,4

5,1

2,4

0,7

3,1

4,1

ITLS7

0,4

0,6

1,0

3,2

0,1

3,3

2,1

mitjana

1,5

0,8

2,2

2,3

0,4

2,7

2,5

STDEV

1,5

0,7

1,6

1,6

0,4

1,6

1,4

CD19 -

CD19+CCR7+

JJLsl

18,4

ITLs2

1,8

TTLs3

12,7

TTLS4

5,1

TTLsS

1O,8

n~Ls6

19,5

ITLs7

ND

mitjana

11,4

STDEV

7,1

CELLULES TOTALS

CD3+CCR7+ . t.

CD19+CCR7+ ~

CCR7+ totals

ITLsl

0,6

5,5

6,1

TTLs2

0,7

0,5

1,2

ms3
1,9

3,8

5,7

ms4
1,6

1,5

3,1

ITLsS

3,1

3,2

6,3

ITLs6

2,9

5,9

8,7

ITLs7

1,5

ND

1,5

mitjana

1,7

3,4

4,7

STDEV

1,0

2,1

2,8

CXCR4

CD3+

CD45RA-CXCR4+

CD45RA+CXCR4+ ,'-,

CD3+CXCR4+

CD45RO+CXCR4+ ' ~"~~,

CD4SRO-CXCR4+ J _u; i

CD3+CXCR4+

CD3+CXCR4+

TTLsl

59,0
25,1
84,1
19,4
55,7
75,1

79,6

ITLs2

75,5
2,9

78,4
27,2
44,5
71,7

75,1

ITLS3
46,7

1,7

48,4
25,0
7,7

32,7
40,5

ITLS4

52,0

17,1
69,0
48,3
18,9
67,2

68,1

TTLsS

33,6
9,9

43,5
38,5
10,1
48,6

46, O

ITLs6

ND

ND

ND

26,9
23,3
50,2

5O,2

ITLs7

49,5
5,7

55,1
43,1
16,9
59,9

57,5

mitjana

52,7
10,4
63,1
32,6
25,3
57,9

59,6

STDEV

14,0

9,1

16,6

10,7

18,0

15,0

*15,O

CD19+

CD19+CXCR4+

ITLsl

95,3

TTLs2

71,4

ms3
66,5

¡TLs4

75,9

ITLS5

82,7

m_s6
73,6

TTLS7

ND

mitjana

77,6

STDEV

10,2

CÈL·LULES TOTALS

CD3+CXCR4+

CD19+CXCR4+ ' ' *

CXCR4+ totals

ITLsl

55,7

28,6

84,3

ITLs2

52,5

21,4

74,O

ITLs3

28,4

20,0

48,3

TTLS4

47,7

22,8

7O,5

JTLsS

32,2

24,8

57, O

TTLs6 "

35,2

22,1

57,2

m_s7

40,3

ND

ND

mitjana

41,7

23,3

65,2

STDEV

10,5

3,1

« 13,3

CD3-I- '

CD45RA-CXCR5+ .-. '• V,

CD45RA+CXCR5+

CD3+CXCR5+

CD45RO+CXCR5+

CD45RO-CXCR5+

CD3+CXCR5+ "

CD3+CXCRS+

ITLs'l

27,6
5,8

33,4
9,8

15,7
25,5

29,4

ITLs2

8,4

1,6

10,0
1,8

1,4

3,1

6,6

ITLs3

2,0

2,0

4,1

4,6

1,0

5,6

4,9

ITLs4

10,1
2,2

12,3
8,8

1,1
9,9

11,1

•ITLsS

5,6

2,8

8,4

11,5
0,2

11,7
10,1

ms6
4,7

0,3

5,0

5,2

3,2

8,4

6,7

Í7LS7

0,9

0,2

1,1
7,8

0,7

8,5

4,8

> mitjana

8,5

2,1

10,6
7,1

3,3

10,4
'lO,5

STDEV

9,0

1,9

10,7
3,4

5,5

7,2

8,7

C019+

CD19+CXCR5+

TTLsl

75,3

ITLs2

66,2

ITLs3

66,7

ITLs4

99,0

TTLsS

46,2

TTLsô

50, O

ms7
ND

mitjana

67,2

STDEV

19,0

CELLULES TOTALS

CD3+CXCR5+

CD19+CXCR5+

CXCR5+ totals

TTLsl

20,6

22,6

43,2

TTLs2

4,6

19,9

24,5

ms3
3,4

20,0

23,4

ms4
7,8

29,7

37,5

mss
7,1

13,9

20,9

ITLs6

4,7

15,0

19,7

ITLS7

3,3

WD

ND

mitjana

7,3

20,2

28,2

STDEV

6,1

5,7

9,7

Taula V. Quantifícació de l'expressió dels receptors de quimiodnes CCR7, CXCR4 i CXCR5 als
limfòdts intratíroïdals de malalts amb autoimmunitat. Els valors es mostren com a
percentatges calculats en funció de la finestra d'anàlisi (cèl·lules CD3+ a la taula superior,
cèl·lules CD19+ a la central i cèl·lules infiltrants totals a la inferior). Les dues darreres
columnes es calculen com les mitjanes i desviacions estàndard dels set teixits.
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5.TAULES ANNEXES

cèls tot CCR7+

\CCR7+

msl PBMCs í

6,1 39,1

ms 2 PBMCs 2

1,2 21,6

[Tls 3 PBMCS3

5,7 7,2

ms 4 PBMCS4

3,1 50,5

ms S PBMCs 5
6,3 3O.8

ms 6 PBMCs 6

8,7 32,S

ms 7 PBMCs?

1,5 48,3

m±sd m.
4,7*2,8

m±sd PBMC

32,9*15,0 1

CD4SRA-CCR7+

CD4SRA+CCR7+.
CCR7+

CD4SRO+CCR7+

CD45RO-CCR7+
CCR7+

CCR7+

TTLsl PBMCsl

0,5 6,6
0,3 29,3
0,8 35,9
0,7 12,8
0,2 31,8
0,9 44,6

O, S 40,3

ms 2 PBMCs 2

1,4 1,8
0,3 20,3
1,6 22,1
0,3 3,0
0,1 21,2
0,4 24,2

1,0 23,2

ms 3 PBMCs 3

0,9 NO

0,9 ND

1,8 ND

3,2 NO

0,4 ND

3,6 ND

2,7 ND

ms 4 PBMCs 4

1,1 1,6
0,7 52,6
1,7 54,2
1,6 3,8
1,1 48,2
2,7 52,0

2,2 ' 53,1

ms s PBMCS 5

2,3 19,0
3,6 23,7
5,0 8,0
0,1 21,7
5,1 29,7

4,4 26,7

His 6 PBMCS 6

0,4 25,6
5,1 40,3

2,4 15,7
0,7 15,7
3,1 31,4

4,1 35, S

His 7 PBMCs 7

0,4 5,2
0,6 48,6
1,0 53,8
3,2 10,1
0,1 49,8
3,3 59,9

2,1 56,3

m±sd TTL

0,7*1,5
1,6±0,7
1,611,6

0,4±1,6
1,6*0,4
1,4*1,6

2,5*1,4 '

m±sd PBMC

14,5±4,8
14,0±14.5
5,0114,0

14.6±5,0
14.1ÍH.6
13,6*14,1

39,3*13,6

CD19+CCR7+

CCR7+

msl PBMCsl

18,4 32,2

ms 2 PBMCs 2

1,8 12,8

ms3 PBMCS3

12,7 48,2

ms4 PBMCs4\ms5PBMCs5\ms6 PBMCS6

5,1 35,9 \1O,8 54,2 119,5 13,3

ms 7 PBMCs 7
ND 15,4

m±sd m
11,4*7,1

m±sd PBMC

39,8±17,O

cels tot CXCR4+

Imsl PBMCsl
84,3 47,9

ms 2 PBMCs 2
74.O 29,7

ms 3 PBMCs 3
48,3 18,6

ms 4 PBMCs 4
70,5 38,3

ms s PBMCS s
57,0 13,2

ms 6 PBMCs 6
57,2 18,2

ms 7 PBMCs 7
54,1 15,9

m±sd/7L-
«3,6*12,9

m±sd PBMC
31,6*12,91

CD3+CXCR4+

CD45RA-CXCR4+

CD45RA+CXCR4+
CXCR4+

CD4SRO+CXCR4+

CD4SRO-CXCR4+
CXCR4+

CXCR4+

His 1 PBMCs 1

59,0 6,8

25,1 52,1

84,1 58,9

19,4 5,2

55,7 18,1

75,1 23,2

79,6 41,1

ms 2 PBMCs 2

75,5 2,3
2,9 15,7

78,4 17,9

27,2 4,6
44,5 14,9
71,7 19,5
75,1 18,7

ms 3 PBMCs 3

46,7 1,8

1,7 6,4

48,4 8,3

25,0 0,7

7,7 2,1

32,7 2,7

4O,5 5,5

ms 4 PBMCs 4

52,0 0,7

17,1 28,5

69,0 29,1

48,3 0,7

18,9 28,5

67,2 29,1

68,1 29,1

ms S PBMCs S

33,6 0,1

9,9 1,4

43,5 1,6

38,5 0,9

10,1 0,6

48,6 1,6

46, 0 1,6

ms 6 PBMCs 6

ND 0,8
ND 5,1

ND 5,9

26,9 2,5
23,3 S,2
50,2 7,7

50,2 6,8

ms 7 PBMCS 7
49,5 0,3
5,7 5,4

55,1 5,6

43,1 0,1
16,9 0,5
59,9 0,7

57,5 3,1

m±sd m
52,7±14,0

10,4±9,1
63,1*16,6

32,6*10,7

25,3*18,0
57,9*15,0

59,6*15,0

m±sd PBMC

5,8±11,6

18.9*18.4
24,8*26,5

5,1 ±8,6
14,0±1S,2
19,1+22,7

21,9*15,1

CD19+CXCR4+

lore*-»*
msl Pß«Csllms2 PBMCs2\ms3 PBMCS3

95,3 \ 85,4 171,4 1 92,2 1 66,5 1 92,8

ms 4 PBMCs 4

75,9 \ 90,5

His 5 PBMCs S

82,7 \ 79,4

ms 6 PBMCS 6
73,6 \ 82,8

ms 7 PBMCs 7

HD 1 92,2

misrfm.
77,6*10,0

<n±sd PBMC
87,9*5,4

Cè/s tot CXCRS+

ICXCRS+
ms i PBMCS i
43,2 21,7

FTLs 2 PBMCs 2
24,5 24,5

ms 3 PBMCs 3
23,4 18,8

ms 4 PBMCS 4
37,5 25,3

ms S PBMCs 5
2O,9 21,9

ms 6 PBMCs 6
19,7 27,4

ms 7 PBMCs 7
3,4 21,9

m±sd/7l -
23,6*2,7

misrf PBMC
28,2*9,7 1

CD3+CXCRS+

CD45RA-CXCRSf

CD45RA+CXCRS+
OTCR5+

CD45RO+OfCR5í
CD45RO-CXCRS+
OTCR5+

CVCR5+

ms í PBMCsl

27,6 1,4
5,8 5,8

33,4 7,1

9,8 6,8
15,7 3,1
25,5 9,9

29,4 8,5

7715 2 PBMCs 2

8,4 9,1

1,6 4,4

10,0 13,4

1,8 7,6

1,4 1,6

3,1 9,2

6,6 11,3

ms 3 PBMCs 3

2,0 3,1

2,0 4,5

4,1 7,6

4,6 0,9

1,0 0,4

5,6 1,3

4,9 4,5

ms 4 PBMCS 4
10,1 2,1
2,2 11,1
12,3 13,2
8,8 2,1
1,1 11,1
9,9 13,2

11,1 13,2

/Tis5PSMCr5
5,6 5,0
2,8 5,6
8,4 10,7
11,5 5,6
0,2 0,8
11,7 6,4

10,1 8,5

ms 6 PBMCs 6

4,7 2,6
0,3 12,8
5,0 15,4
5,2 14,5
3,2 1,7
8,4 16,2
6,7 15,8

ms 7 PBMCs 7

0,9 3,9

0,2 7,9

1,1 11,8

7,8 5,4

0,7 1,1

8,5 6,6

4,8 9,2

m±sd m "

8,5*9,0

2,1*1,9
10,6*10,7
7,1*3,4
3,3*5,5
10,417,2

10,5*8,7-

m±sd PBMÖ

4,7±3.3

6,9±3,5
11,6±2.9
6,2±4,1

2.7±3,5
8,914.5

10,2*3,4

CD19+CXCR5+

CXCRS+ •
msl PBMCS i
75,3 95,1

ms 2 PBMCs 2
66,2 99,3

ms J PBMCs 3

66,7 99,7
ms 4 PBMCs 4 Ims 5 PBMCs sl/TIs 6 PBMCs 6
99,0 94,O \46,2 97,5 \SO,0 93,O

ms 7 PBMCs 7
HO 94,1

mísd m. Ln±sd PBMC

67,2*19,0 196,2*2,5

Taula VI. Quantifícació de l'expressió dels receptors de quimiodnes CCR7, CXCR4 i CXCR5 als
limfòdts intratiroïdals de malalts amb autoimmunitat amb els corresponents de sang
perifèrica. Els valors es mostren com a percentatges calculats en funció de la finestra 'd'anàlisi
(cèl·lules totals a la taula superior, cèl·lules CD3+ a la intermitja i CD19+ a la inferior). Les
dues darreres columnes es calculen com les mitjanes i desviacions estàndard dels set teixits.
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5. TAULES ANNEXES

Cels tot OCCRS+

AITDl ATTD2 ATTD3 ATTD4
ICXCR5+ |21,7 24,5 18,8 2S,3

Aims Anas
21,9 27.4

/UTO?
21,9

Anos
23,6

cru i
23:0

CTK Z CTR 3
22,3 17,8

CTR 4 CTR 5
2S,7 22,1

CTR6
20,7

era 7
27,8

eras
1«,2

misrf ATTDS
2S,2±9,7

m±sd CTRs
21,9±3,8

ATTD1 AITD2 ATTD3 ATTD4 AITD S ATTDS AITO 7 ATTDS

CD45RA-CXCRS+

CD45RA+CXCR54
CXCR5+

CD45RO+CXCR51
CD45RO-CXCR5+

CXCR5+

CVCR5+

1,4 9,1 3,1 2,1 5,0 2,6 3,9 10,4

5,8 4,4 4,5 11,1 5,6 12,8 7,9 2,9
7,1 13,4 7,6 13,2 10,7 15,4 11,8 13,2

6,8 7,6 0,9 2,1 5,6 14,5 5,4 7,0

3,1 1,6 0,4 11,1 0,8 1,7 1,1 1,4

9,9 9,2 1.3 13,2 6,4 16,2 6,6 8,4

S.S 11,3 4.5 13,2 S.5 15.8 9.2 10.8

CTR 1 CTR 2 CTR 3 CTR 4 CTR 5 CTR 6 CTR 7 CTR S
6,1 4,3 3,6 8,0 6,0 3,3 12,0 2,2

4,5 4,4 0,9 6,9 3,6 1,9 3,7 3,4

10,6 8,6 4,5 14,9 9,7 5,2 15,7 5,6

7,3 6,0 2,7 8,8 6,9 6,1 10,7 0,4

1,0 2,8 0,3 1,6 0,4 2,2 4,6 0,1

8,3 8.8 3.0 10,4 7.3 8.3 15.3 0,5

9,5 8,7 3,7 12,6 8,5 6,7 15,5 3.1

mtsdATTDs

4,7*3,3

6,9*3,5
11,612,9
6,2*4,1
2,7*3,5

8,9*4,5

10,5±S,7

m±sd CTRs

5,7±3.2

3,6±1,8
9.3±4.3

6,1±3,3

I.6±I.S
7.7+4.5

S,S±4,2

OÍCR5+

AUDI

\95.1
ATTD2 ATTD3 ATTD4

99,3 99,7 94,0
ATTD5 AITDS

97,5 93,0
ATTD7 ATTDS

94,1 95,8
CTR 1 CTR 2
99,7 99,2

CTR 3 CTR 4
97.5 99,5

CTR S CTR 6
99,0 100

CTR 7
97,4

CTR 8
90,7

m±sd ATTDS

96,2±2,5

m±srf CTRs

97,9±J,1

eels tot CCR7+

|CCR7+

ATTDJ ATTD2

\39,1 21,6
AITD3 ATTD4

7,2 50,5
ATTDS ATTD6

30,8 32,5
ATTD7

48,3
CTR 1
61,0

CTR 2 CTR 3
76,3 64,0

CTR 4 CTR 5
69,9 64,3

CTR 6
58,0

CTR 7 TR 8-1;
83,2 NO

n±sd ATTDs

J5,3±12,8

m±sd CTRs

68,5±7,0

ATTD1 ATTD2 AITD3 Aim 4 ATTDS ATTD 6 Aim 7

CD45RA-CCR7+

CD45RA+CCR7+

CCR7+

OM5RO+CCH7+

CD45RO-CCR7+

CCR7-I- *

CCR7+

6,6 1,8 NO 1,6 4,6 14,7 5,2

29,3 20,3 ND 52,6 19,0 25,6 48,6

35,9 22,1 ND 54,2 23,7 40,3 53,8

12,8 3,0 ND 3,8 8,0 15,7 10,1

31,8 21,2 ND 48,2 21,7 15,7 49,8

44,6 24,2 ND 52,0 29,7 31,4 59,9

40,3 23,2 ND 53,1 26,7 35,8 56,9

CTR 1 CTR 2 CTR 3 CTR 4 CTR 5 CTR 6 CTR 7 TR 8-11
31,9 32,2 32,6 30,9 40,5 19,5 21,1 ND

28,2 42,8 39,5 41,4 20,8 42,2 60,4 ND

60,1 75,0 72,2 72,3 61,2 61,7 81,5 ND

29,1 44,7 22,2 24,1 49,8 17,5 31,9 ND

27,4 29,9 27,5 39,8 11,4 30,5 51,4 ND

56.5 74,7 49,7 63,9 61,2 48,0 83,2 ND

57,9 74,8 SO, 9 68,1 «1,2 54,9 82,3 6 9, S

m±5d ATTDs

5,7±4,8

32,6*14,5

38,3*14,0

8,9*5,0

31,4*14,6

40,3±14,1

Ï9,3±13,6

m±sd CTRs

29.8±12,5

39,3±8,Z

69,1 ±11, 9
31,3±12,2

31,1±12,8

62,5±9,8

57,3±7,9

CD19+CCR7+

ICCR74-

ATTD1

132.2

AITD2 ATTD3 ATTD4

12,8 48,2 35,9
ATTD5 ATTD6

54,2 13,3
ATTD7 AITD8

15,4 46,9
CTR1
88,5

CTR2 CTRJ

89,2 91,0

CTR 4 CTR 5
86,2 92,2

CTR 6
87, 0

CTR 7
91,2

n±sdATTDs

tO,3±17,0

m±sd CTRs

82,6±3,8

eels tot CXCR4+

ATTD 1 ATTD 2 AITD 3 AITD 4

\CXCR4+ \47,9 29,7 18,6 38,3
ATTD5 ATTDS

13,2 18,2
AITD7

16,5
CTR 1
48,3

CTR2

62,6
CTR3 CTR4

60,2 69,9
CTRS

70,4
CTR 6
63,2

CTR 7
63,0

CTR 8
74,0

nisdAITDs

31,6±12,9
m±sd CTRs
60,9±7,8

AITDl AITD 2 AITD 3 AITD 4 AITDB ATTD 6 AITD 7

CD4SRA-CXCR4+

CD45RA+CXCR4^

CXCR4+

CD45RO+CXCR41

CD4SRO-CXCR4+

CXCR4+

CXCR4+

6,8 2,3 1,8 0,7 0,1 0,8 0,3
52,1 15,7 6,4 28,5 1,4 5,1 5,4

58,9 17,9 8,3 29,1 1,6 5,9 5,6

5,2 4,6 0,7 0,7 0,9 2,5 0,1
18,1 14,9 2,1 28,5 0,6 5,2 0,5
23,2 19,5 2,7 29,1 1,6 7,7 0,7

41,1 18,7 5,5 29,1 1,6 S.S 3,1

CTR I CTR 2 CTR 3 CTR 4 CTR 5 CTR 6 CTR 7 CTR 8

28,4 23,8 22,8 21,0 40,1 25,0 33,2 19,3

11,9 31,1 43,8 27,0 27,8 30,1 33,0 39,9

40,3 54,9 66,5 47,9 67,9 55,1 66,1 59,2

27,9 25,4 9,0 42,5 41,8 26,1 29,2 25,0

11,4 33,7 31,6 39,1 21,1 33,1 18,3 59,2

39,2 59,1 40,6 81,6 62.9 59,2 47,5 84,2

39,8 57,O 53,6 64,7 65,4 57,1 56,8 71,7

n±sd ATTDs

5,8±2,3

18,9±18,2

24,8*20,2

5,1*2,0

14,0*10,8

19,1*11,7

!1,9±15,1

m±sd CTRs

26,7±7,0

30,6±9,5

57,3±9,7

28.4±10,6

30,9±14,7

59,3±17.0

58,3±9,6

CD19+CXCR4+

ICXCR-»*

AUDI
| 86,4

AITD2 ATTD3 AITD 4

92,2 92,8 90,5
AITDS ATTD6

79,4 82,8
ATTD7

92.1
CTR 1
96,4

CTR 2
94,5

CTR3 CTR4

97.6 99,1
CTR 5 CTR 6
99,3 97,5

CTR 7 CTR 8

97,9 86,7
nisd ATTDs

87,9±5,4

mísd CTRs

96,1±4,1

Taula VII. Quantificació de l'expressió dels receptors de quimiocines CCR7, CXCR4 i CXCR5 als
limfòdtsde sang perifèrica de malalts amb autoimmunitat amb els de controls sans. Els valors es
mostren com a percentatges calculats en funció de la finestra d'anàlisi (cèl.lules totals-a la taula
superior, cèl.lules CD3+ a la intermitja i CD19+ a la inferior). Les dues darreres columnes es
calculen com les mitjanes i desviacions estàndard dels set teixits.
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6. DISCUSSIÓ GENERAL

Per tal de generar una resposta humoral protectora, el sistema ¡mmunitari ha optimitzat
microentorns (òrgans limfoides secundaris) en els que afavoreix la confluència i
comunicado de cèl·lules T i cèl·lules B infreqüents i l'antigen464'465. Des del punt de vista
geogràfic, s'accepta que una resposta ¡mmunitària eficient té lloc en els òrgans limfoides
secundaris perquè l'antigen hi arriba en quantitats adequades en un procés dependent
del temps71 i existeixen mecanismes per prevenir l'expansió i maduració de cèl·lules T i B
potencialment autoreactives. Els limfòcits T i B arriben als òrgans limfoides secundaris
via HEVs i se situen en compartiments anatòmicament diferenciats on romanen durant
algunes hores. En presència d'antigen les primeres interaccions cel·lulars es donen a la
¡nterfase de les àrees T i B i, en condicions apropiades s'inicia la reacció centre germinal.
Després de migrar cap a la xarxa de cèl·lules dendritiques fol·liculars, els limfòcits B
proliferen, muten els gens de les Igs i els mutants amb alta especificitat antigènica se
seleccionen positivament.

Les inflamacions cròniques, considerades com a mecanisme de defensa de l'hoste, són
perllongades i qualitativament heterogènies i generen diversos tipus d'infiltrat cel·lular en
funció de factors propis del teixit afectat, com és l'estímul antigènic. En els teixits diana
de l'atac immunitari, els infiltrats limfocitaris que morfològicament són similars als que
s'organitzen en els òrgans limfoides secundaris s'anomenen òrgans limfoides terciaris3

(TLTs) i el procés mitjançant el qual es desenvolupen s'anomena neogènesi limfoide o
limfoneogènesi.

Els principis biològics que condueixen a la formació d'estructures limfoides secundàries i
terciàries semblen compartits. Encara que la presència de fol·licles limfoides ectòpics s'ha
descrit en un ampli ventall de malalties inflamatòries i cròniques (més abastament a
l'artritis reumatoide290-291'299'466'258'297 i no tan exhaustivament a la síndrome de
Sjögren467 i a la miastenia gravis307'306), a la majoria no es coneix quina és la contribució
d'aquestes estructures en la cronificació o en l'amplificació de la resposta ¡mmunitària. El
nostre interès en l'estudi de la limfoneogènesi a nivell de tiroide pretén explicar com es
desenvolupa i manté una malaltia autoimmunitària a la tiroide malgrat l'existència d'un
repertori de cèl·lules T tolerants contra antigens tiroïdals.

En les malalties autoimmunitàries de la tiroide, la presència de fol·licles limfoides (LFs)
intratiroïdals s'ha considerat una característica dels pacients amb malaltia de Hashimoto
(HT) però no dels malalts de Graves-Basedow (GD). Per la seva pròpia estructura, els
fol·licles limfoides es distribueixen en focus dispersos en la glàndula, de forma que un
cribatge restringit a una àrea determinada de la tiroide pot no ser representativa del
nombre real d'aquestes estructures. Aquesta subestimació es dóna sobretot en les
glàndules dels GD, donat que en aquestes la infiltració limfocítica és menys intensa i
menys homogènia. En el present treball, per tal de reduir la pèrdua d'informació, hem
utilitzat un protocol de cribatge que té en compte la distribució i el volum mitjà dels
fol·licles limfoides, que consisteix a l'observació sistemàtica 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 subestimació del valor real, la
qual cosa implicaria que la presència de LFs intratiroïdals seria un fet regular.

L'associació entre títols elevats d'autoanticossos contra la TPO i el TSHR i la presència de
LFs intratiroïdals a les AUDs suggereix que aquestes estructures poden jugar un paper
en la producció d'anticossos. Una possibilitat seria que la formació de LFs intratiroïdals
determinés la transició d'una resposta auto-limitada contra antigens tiroïdals, com ja s'ha
suggerit en altres models experimentals154. El nostre treball mostra una unió específica
de Tg i de TPO a les cèl·lules B i a les cèl·lules plasmàtiques i la seva distribució en els
LFs suggereix que la majoria de reaccions de centre germinal en els LFs estan
compromeses contra autoantígens tiroïdals. El patró de reconeixement antigènic dels
clons de cèl·lules B obtinguts per immortalització de limfòcits B intratiroïdals recolza els
anteriors resultats, donat que aproximadament el 50% són específics contra Tg o contra
TPO. La contribució relativa dels LFs ectòpics als nivells finals d'autoanticossos circulants
no es pot deduir directament dels presents resultats, però sembla que pot ser important,
sobretot per les observacions clíniques que demostren una reducció immediata dels
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nivells d'autoanticossos després d'una tiroïdectomia en els malalts de GD468. Una
resposta autoimmunitària dirigida pels nòduls limfàtics regionals hauria de ser més
mantinguda donada la persistència per llargs períodes de temps dels autoantígens en la
superfície de les cèl·lules dendrítiques fol·liculars469. Existeixen resultats d'altres grups
que recolzen la contribució de les cèl·lules B dels centres germinals en la generació
d'anticossos com són les estructures limfoides associades a mucoses que es
desenvolupen en les infeccions per H. pylori i que són específiques contra antigens
bacterians470.

Les similituds quan a mida, grau de desenvolupament i distribució relativa de la zona del
mantell fol·licular respecte del centre germinal, nivell de proliferació, grau d'apoptosi,
etc, entre els LFs dels HT i els de ('amígdala palatina i entre els dels GD i els de gangli
limfàtic pot indicar una diferència en la patogènesi de les dues formes d'autoimmunitat
tiroïdal. Tant les amígdales com els HT presenten un grau d'activació elevat. En els
primers s'ha demostrat que els LFs poden ser activats per LPS i altres productes
bacterians presents a la faringe471. En aquest sentit les nostres dades suggereixen que
els LFs intratiroïdals són estimulats per concentracions elevades de proteïnes tiroïdals
que poden mantenir el seu estat d'activació. Això podria ser relevant en els limfomes de
cèl·lules B que es desenvolupen en les tiroides dels malalts amb tiroïditis de Hashimoto,
que tenen característiques típiques de limfomes tipus MALT472 i que són conseqüència
d'una expansió monoclonal de limfòcits B memòria postfol·liculars estimulats crònicament
per antigens del tracte gastrointestinal. De forma similar, els limfomes B dels malalts
amb HT podrien ser el resultat d'una estimulació crònica de les cèl·lules dels centres
germinals per antigens tiroïdals. Malgrat tot, encara que els limfomes tipus MALT
s'originin en llocs anatomies en els que s'han generat GCs, les cèl·lules dels limfomes
MALT són diferents de les dels GCs i no en formen espontàniament encara que poden
colonitzar fol·licles limfoides pre-existents473. En aquest sentit les dades publicades en
artritis reumatoide indicarien que els limfomes tipus MALT s'originarien quan cèl·lules B
autoreactives clonáis generades en teixits limfoides terciaris escaparien als mecanismes
de control del GC, s'estimularien i proliferarien en presència de limfòcits T específics
d'antigen i adquiririen transformacions genètiques estables a nivell dels gens de les
Igs474. En els malalts amb GD, la presència de limfomes B tipus MALT és la mateixa que a
la població sense malaltia autoimmunitària de la tiroide. En aquests malalts, el menor
grau d'activació dels centres germinals ¡ntratiroïdals es podria explicar per la baixa
concentració del TSHR que és l'autoantigen amb més entitat en aquesta patologia.

Una qüestió interessant relacionada amb l'anterior és el biaix en el repertori dels gens
VH, DH i JH de les immunoglobulines dels limfòcits B que infiltren les tiroides. D'acord
amb els coneixements teòrics, la restricció en l'ús dels segments CDR3 indicaria una
oligoclonalitat de les cèl·lules B que formen part del centre germinal similar a la que s'ha
descrit en altres malalties autoimmunitàries com la síndrome de Sjögren, en la que els
limfomes MALT que es desenvolupen estan dirigint la limfoneogènesi.

En el present treball es demostra un paral·lelisme complet entre els fol·licles limfoides
canònics i els que es detecten a les tiroides. Aquest fet es refereix tant a nivell
estructural (composició i distribució cel·lulars) com a nivell dels mecanismes bàsics
fonamentals que tenen lloc en la reacció centre germinal:

I/ Respecte la composició i distribució cel·lulars, no existeixen diferències fonamentals
respecte les publicades per altres grups en altres malalties autoimmunitàries, però sí que
caldria comentar que, en contrast amb el que d'ha descrit a l'artritis reumatoide on
només es detecten limfòcits T CD8+, i en els ganglis limfàtics on només es descriuen T
CD4+, en els centres germinals intratiroïdals co-existeixen les cèl·lules T CD4+ amb les
CD8+. Les evidències experimentals suggereixen que ambdues subpoblacions estan
involucrades en el desenvolupament dels teixits limfoides terciaris. Mentre que les
cèl·lules T CD4+ regularien la proliferació i diferenciació dels limfòcits B dels nòduls
limfàtics, la presència de T CD8+CD154+ en la zona perifol·licular s'associaria amb
processos funcionals independents299. Els estudis funcionals duts a terme en quimeres de
ratolí SCID-sinòvia humana demostren que els limfòcits T CD8+CD154+ produeixen IFNy i
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TNFa i que la seva depleció amb tractament amb anticossos anti-CD3 condueix a una
desintegració dels GCs, una eliminació de les cèl·lules dendrítiques fol·liculars, un
decrement molt important en la producció de LTalß2 i una desaparició d'Igs. La
presència de limfòcits T CD8"1" als fol·licles limfoides de les AITDs suggeriria un paper
rellevant dels antigens endògens (tiroglobulina i peroxidasa tiroïdal) associats a
molècules d'HLA de classe I en la formació dels GCs.

2/ Els gens RAGI i RAG2 (recombination activation genes) juguen un paper fonamental
en els reordenaments dels segments génies V(D)J durant el desenvolupament dels
limfòcits en els òrgans limfoides primaris475. Encara que inicialment la seva expressió es
va suggerir restringida als òrgans limfoides primaris, posteriorment es va demostrar que
alguns limfòcits B perifèrics poden ser reinduits a expressar RAG o regular-lo
positivament232'270'271. Això es va demostrar en cèl·lules B esplèniques estimulades in
vitro amb LPS+IL-4 i en cèl·lules B de centre germinal de ratolins immunitzats273'269.
Aquesta re-expressió dels gens RAG es va interpretar com una evidència de l'edició del
receptor a nivell perifèric (ara coneguda com a receptor revision) i que estava dirigida a
rescatar els limfòcits B autoreactius generats després d'un procés d'hipermutació
somàtica. La demostració que la unió al receptor (Ig) inhibia l'expressió de RAG en
cèl·lules B humanes d'amígdala palatina suggeria que aquesta revisió del receptor estava
destinada al rescat d'aquelles cèl·lules en les que el seu receptor de superfície hagués
réduit l'afinitat durant la hipermutació somàtica476. Contràriament a les primeres dades,
experiments més recents utilitzant la GFP com a marcador de la inducció de l'expressió
de RAG2 indiquen que l'expressió de RAG en els centres germinals podria ser deguda a la
presència d'un percentatge petit de cèl·lules B immadures RAG+ tant a la melsa com als
nòduls limfàtics477. Aquests limfòcits B immadurs contribuirien probablement a la
resposta immunitària i l'expressió de RAG no tindria per què ser considerada com a
característica d'activitat del centre germinal478. Als fol·licles limfoides intratiroïdals,
l'expressió de RAG és molt remarcable i en alguns casos es troba per sobre dels nivells
d'expressió al timus, cosa que probablement indicaria una alta activitat dels centres
germinals que contenen. Les nostres dades no permeten d'establir quina de les següents
alternatives (no mútuament excloents) podrien explicar aquest nivell d'expressió elevat
de RAG. Una primera explicació seria que podria estar tenint lloc una activa revisió del
receptor. En una segona explicació es podria postular la presència d'una elevada
proporció de cèl·lules B immadures o, en general, recents emigrants del moll de l'os. Ell
fenotip de les cèl·lules B intratiroïdals ens fa decantar per la primera alternativa. És
possible que els limfòcits B reclutats de la sang cap als fol·licles tiroïdals expressin
receptors de baixa afinitat i tingui lloc una extensa revisió del receptor per tal de generar
limfòcits B d'alta afinitat per l'antigen, com s'ha demostrat en altres malalties
autoimmunitàries humanes com el lupus eritematós sistèmic479 i en l'artritis
reumatoide268.

La migració selectiva dels limfòcits cap als òrgans limfoides perifèrics està regulada,
entre d'altres, per molècules d'adhesió. Les vènules d'endoteli alt (HEVs) són estructures
vasculars especialitzades que permeten un tràfec ràpid i selectiu dels limfòcits des de la
sang cap als òrgans limfoides secundaris. En el present treball hem demostrat la
presència d'aquestes estructures distribuïdes al voltant dels fol·licles limfoides
intratiroïdals, cosa que indicaria la possibilitat de la glàndula d'atraure selectivament
determinades subpoblacions leucocitàries.

Els senyals que dirigeixen les cèl·lules cap als òrgans limfoides secundaris no estan
absolutament determinats, però se sap que citocines com LTa, |_Tß157/48° i quimiocines
com CXCL13481, CCL21, CXCL12482 i CCL22483 i els seus respectius receptors actuen
sinèrgicament en la definició final i en el manteniment de l'estructura del fol·licle limfoide
i del centre germinal de forma seqüencial en el que es coneix com a "multistep
paradigm". Els treballs amb teixits humans presenten algunes limitacions
metodològiques donat que en determinades circumstàncies els inductors d'un procés i les
seves conseqüències poden no ser fàcilment distingibles. Per contra, però, els resultats
obtinguts tenen una vàlua addicional donat que han estat obtinguts sense cap

152



6. DISCUSSIÓ GENERAL

manipulació externa del sistema. Les restriccions mencionades i les limitacions
intrínseques de les anàlisis bivariants correntment utilitzades, s'han minimitzat
mitjançant la utilització d'un nombre elevat de mostres i s'han estudiat els resultats
mitjançant anàlisis multivariants que poden predir esdeveniments i poden establir
classificacions jeràrquiques. D'acord amb aquestes premises i donat que la xarxa de
quimiocines és altament imbrincada, analitzarem els resultats individualment en una
primera aproximació.

I/ És sabut que CCL21 és secretada principalment per les HEVs109 i pot ser considerada
com el primer quimioatraient en un primer pas en la neolimfogènesi. Els nostres
resultats mostren que aquesta quimiocina està hiperexpressada a nivell de missatger en
les glàndules d'AITDs que contenen centres germinals i a nivell proteic s'ha pogut definir
clarament en les HEVs. Altres autors també han proposat les cèl·lules endotelials com a
responsables de CCL21 en teixits que contenen LFs i són diana de malalties484. Quan la
quimiocina s'expressa ectòpicament o es generen ratolins defectius, tenen lloc fenòmens
inflamatoris en alguns casos485, formacions de centres germinals ectòpics en
d'altres486'487 o s'inhibeix l'arribada de les cèl·lules pre-immunes i de les dendrítiques a
les àrees T dels nòduls limfàtics170. Les nostres dades demostren la capacitat de les
glàndules tiroïdals d'actuar com a àrees d'arribada de leucòcits. Com és esperable i
d'acord amb dades d'altres grups, CCR7 es detecta en els limfòcits intratiroïdals i en les
cèl·lules dendrítiques però el nivell d'expressió és baix i el nombre de cèl·lules positives
per a aquest receptor també ho és. Una explicació a aquest resultat podria ser la
regulació negativa del receptor de superfície un cop la cèl·lula ha assolit la glàndula (com
s'ha proposat en altres models per altres receptors488'489) que, a la vegada, indicaria
indirectament que el reciclatge dels limfòcits en els LFs intratiroïdals seria relativament
baix en aquest estadi.

2/ CXCL12 és una quimiocina homeostàtica constitutiva produïda per les cèl·lules
estromals del moll de l'os, el timus, els òrgans limfoides secundaris482 i altres
teixits490'491. Dels nostres resultats es dedueix que CXCL12 esdevé en aquest punt
(considerat per nosaltres com a segon pas) la quimiocina involucrada en la regulació del
tràfec limfocitari un cop les cèl·lules han arribat a la tiroide. Hem demostrat que les
cèl·lules estromals tiroïdals en la majoria de tiroides produeixen nivells baixos i variables
de CXCL12, excepte en els HT en els que el nivell d'expressió és més elevat malgrat que
la destrucció de cèl·lules epitellals sigui més extesa. La variabilitat en l'expressió
d'aquesta quimiocina en els malalts amb autoimmunitat tiroïdal és probablement
explicable per la proporció variable que l'infiltrat limfocitari representa en cada glàndula.
Segons això, aquelles tiroides en les que l'infiltrat intratiroïdal seria més elevat (en funció
de l'estadi de la malaltia, el tractament farmacològic rebut pel pacient, etc) i en les que
d'acord amb els nostres resultats s'hi haurien format ja fol·licles limfoides ectòpics,
presentarien un contingut més réduit de cèl·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 B492. En aquests tumors s'expressa més
CXCR4 que d'altres receptors (CXCR3 i CCR7), però sobretot s'hi expressa selectivament
CXCL12, cosa que suggereix una relació entre l'expressió de la quimiocina i el
desenvolupament de la LCL. En els nostres resultats demostrem que les glàndules amb
AITD que expressen més CXCL12 són els HT que, a la vegada, són els que amb més
freqüència fan limfomes. Potser es podria establir la mateixa correlació. Només després
d'estimulació amb citocines, com en altres cèl·lules epitelials endocrines493, els tíròcits
esdevenen la principal font de CXCL12 biològicament activa sobre limfòcits T i B. De tots
els estímuls testats, l'IFNy sembla el més potent, fet que està en correlació directa amb
la hiperexpressió d'IFNy en les tiroides que contenen centres germinals. La producció de
CXCL12 per part dels tiròcits no és un fenomen excepcional, donat que poden sintetitzar
algunes quimiocines inflamatòries implicades en l'atracció de monòcits via CCL2 i de
limfòcits T i B446'447 via CXCL10 i, a més, és conegut que cèl·lules estromals d'altres
òrgans diana de malalties autoimmunitàries també produeixen CXCL12374. Aquest fet
podria explicar la generació de LFs ectòpics en les tiroides de malalts amb goll
multinodular que no és una entitat clínicament considerada com d'origen autoimmunitari.
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En aquest context, un esdeveniment inicial local ¡nespecífic (excés de iode com en el
model murí de tiroïditis autoimmunitària induïda407) podria produir la necrosi de tiròcits,
que conduiria a l'estimulació de macròfags residents a la glàndula productors d'IL-1 o
altres citocines, que induiria l'increment en l'expressió de CXCL12 pel tiròcits adjacents.
L'únic receptor descrit fins el moment de CXCL12, CXCR4, permet la migració dels
limfòcits B cap a les àrees B dels LFs i en les malalties autoimmunitàries de la tiroide,
com en altres malalties autoimmunitàries494 la interacció amb el seu lligand sembla
crítica en l'acumulació de les cèl·lules T i B.

3/ Al contrari de les quimiocines homeostàtiques que són d'expressió constitutiva, altres
són regulades o induïdes per algunes citocines. Aquest és el cas de CXCL13 que és
induïda per la secreció de LTa495 en un feedback positiu, donat que CXCL13 indueix a la
vegada l'expressió en superfície de LTß. En general, les atocines de la família del factor
de necrosi tumoral juguen un paper important en l'organogènesi limfoide, fet que es
demostra quan els ratolins defectius en LTa o LTß i en el seu receptor LTbetaR presenten
anomalies en l'organització dels teixits limfoides i que quan s'expressen transgènicament
es formen LFs ectòpics495. En els centres germinals canònics, LTß s'expressa en una
proporció reduïda de limfòcits T i B però s'ha de co-expressar amb LTa en forma de
trímer LTalßZ per a que sigui considerada funcional. En el nostre model humà, segons
els resultats de l'anàlisi bivariant, només l'expressió de LTa correlaciona amb el
desenvolupament de GCs intratiroïdals visibles, mentre que LTß i LTbetaR són més
uniformement presents en totes les glàndules tant autoimmunitàries com no. Els nostres
resultats no coincideixen amb els reportats en l'artritis reumatoide, segons els quals LTß
correlaciona amb CXCL13497. Aquesta discrepància podria ser deguda a l'estat tardà de
maduració dels LFs intratiroïdals del nostre material. De fet, en el moment en els que els
pacients són intervinguts quirúrgicament, la malaltia ha estat activa durant períodes de
temps variables. Quan es consideren els resultats de l'anàlisi multivariant, l'expressió de
LTbetaR sembla indispensable en el desenvolupament dels fol·licles limfoides
intratiroïdals. Considerats en conjunt, els resultats indicarien un tercer pas en el que la
secreció de LTa induiria l'expressió de CXCL13.

4/ Entre les quimiocines que regulen la compartimentalització dels limfòcits T i B en els
LFs i qie modula l'expressió de LTß, CXCL13 és la relacionada amb el manteniment de la
xarxa de cèl·lules dendrítigues fol·liculars498. En les nostres mostres hem demostrat la
síntesi de CXCL13 restringida a les tiroides amb CGs, però no hem pogut determinar la
naturalesa de les cèl·lules productores d'aquesta quimiocina. En l'artritis reumatoide
s'han identificat els sinoviocits, les cèl·lules endotelials i les FDCs com a productores de
CXCL13474. En el nostre cas la distribució de les cèl·lules CXCL13+ recorda més la de les
cèl·lules dendrítiques, encara que no es pot descartar que els focus de cèl·lules CXCL13+
aïllades puguin ser FDCs residuals o en els primers estafdis de diferenciació a partir d'un
precursors cel·lular resident inicialment a la tiroide i modificat posteriorment per estímuls
encara no determinats. D'acord amb el model "multistep", la secreció de CXCL13 induiria
a la vegada la síntesi de LTß per part de les cèl·lules B del centre germinal (quart pas)
tancant així un cercle que s'aniria autoalimentant i mantindria la compartimentalització
del LF. Els limfòcits intratiroïdals expressen CXCR5 en la seva superfície. Dos grups
independents han descrit la presència d'un nou subtipus de cèl·lula T memòria
CD4+CXCR5+CCR7", que indueix el canvi d'isotip quan es co-cultiven amb limfòcits B
d'amígdala488'489.

5/ El cinquè i darrer pas del procés seria aatribuïble a CCL22165, expressada per les DCs
madures499 i que ha estat descrita com a quimiotàctica per les cèl·lules CLA-1"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 molècules necessàries en el
desenvolupament d'aquestes estructures a nivell de tiroide. La correlació que exsiteix
entre la quimiocina i els nivells d'autoanticosso tiroïdals (Tg, TPO i TSHR) suggereixen
una contribució d'aquesta molècula en la immunitat humoral característica de les
malalties autoimmunitàries de la tiroide.
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Donada la diversitat o variabilitat dels processos de neogènesi en diferents malalties
autoimmunitàries, a la vista dels resultats propis i d'altres grups, la qüestió principal
sembla la de concretar els factors que determinen el control final dels procés. Sembla
que un dels factors crítics és l'antigen, però que els patrons de l'hoste com factors
genètics, etc, pot ser determinant. Existeixen múltiples factors que contribueixen a la
transformació 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 autoimmunitària.
En les malalties autoimmunitàries de la tiroide, la regressió multivariant mostra que els
elements fonamentals en el desenvolupament de LFs intratiroïdals són l'expressió de
CXCL13, CCL22 i la presència de limfotoxina, mentre que d'altres moP pécules com
citocines i altres quimiocines produïdes en la lessió no semblen determinants en el procés
de neogènesi (de forma similar al que s'ha descrit en l'artritis reumatoidea en la que
CCL22 és substituïda per CCL21497).

Una de les qüestions més interessants que es desprenen del present treball és quin paper
juguen els LFs intratiroïdals en el desenvolupament de la patogènesi. És difícil respondre
donat que el rol dels LFs ectòpics fisiologies que apareixen durant la resposta a una
infecció encara no s'ha determinat. No està clar quin és l'avantatge que obté el sistema
immunitari quan trasllada aquestes "posicions avençades" al teixit diana. Els LFs en àrees
molt riques en antigen i fora del teixit limfoide podrien permetre una expansió ràpida de
la resposta que podria assolir una alta intensitat. El reclutament de cèl·lules B dèbilment
autoreactives a la tiroide i una revisió extensiva dels seus receptors (que es convertirien
en Igs de superfície d'alta afinitat), seria important per la producció d'autoanticossos
d'alta afinitat. En un LF normal, les cèl·lules B autoreactives serien eliminades per
apoptosi quan es posessin en contacte amb antigen, però això no sembla que sigui el que
té lloc en els GCs intratiroïdals en els que la concentració 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 autoimmunitàries. Posteriorment, la presentació antigènica
d'antígens propis per les cèl·lules B autoreactives i, potser també per cèl·lules
presentadores d'antigen professionals i no professionals (com tiròcits que expressen alts
nivells de molècules d'HLA de classe II i d'adhesió500'501'502), podria ser crucial en el
manteniment i en l'expansió de la resposta autoimmunitària. En aquest escenari seria
senzill predir que les respostes autoimmunitàries serien més difícils de controlar quan es
desenvolupessin LFs al teixit diana.

L'esdeveniment que inicia les AUDs encara no s'ha identificat, però modificacions en els
nivell de l'aport de iodina és probablement important. No és difícil de concenbre que una
resposta inicial inflamatòtia no específica induïda localment per toxicitat podria estimular
la secreció de citocines i de quimiocines per part de macròfags, cèl·lules dendrítiques i
tiròcits. En algunes circumstàncies, les cèl·lules endotelials podrien adquirir les
característiques de vènules d'endoteli alt i recultar limfòcits T i B, mentre que alhora
algunes cèl·lules estromals podrien evolucionar a cèl·lules dendrítiques fol·liculars. En
aquest escenari, l'inici d'una resposta immunitària a nòdul limfàtic regional no seria
estrictament necessària, donat que els limfòcits en el propi òrgan diana' podrien
proimoure la resposta.

La possibilitat que els LFs intratiroïdals puguin contribuir al desenvolupament d'una AUD,
suggereix que l'administració local d'uan teràpia immunosupressora podria controlar la
malaltia. Aquest fet no seria impostant a les malalties autoimmunitàries de la tiroide
donat que els tractament a l'abast són relativament satisfactoris, però podrien ser-ho en
altres malalties per que l'administració de tractament local no comporta els efectes no
desitjats severs que comporta el tractament amb immunosupressors sistèmics.

Un altra resultat interessant que es desprèn del present treball és que l'acumulació de
limfòcits a la tiroide té conseqüències perifèriques. Aquesta acumulació "específica de
receptor" es podria explicar com a conseqüència de dues situacions diferents: a/ que el
percentatge de limfòcits CXCR4"1" circulants a PBMCs dels AUDs incrementi després de
l'atac autoimmunitari cosa que incrementa la probabilitat que es dirigeixin cap a la
tiroide, o b/ que els limfòcits CXCR4"1" perifèrics siguin reclutats al teixit diana i, com a
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conseqüència, el nombre de les cèl·lules positives pel receptor minvi. Els nostres
resultats són compatibles amb la segona situació degut a que hem trobat un percentatge
més elevat de cèl·lules "receptor-positives" infiltrant el teixit diana i formant els centres
germinals intraitroïdals que en perifèria. És probable que el nivell d'activació alt dels LFs
a la tiroide causi una reducció marcada en la proporció de limfòcits T CXCR4+ i CCR7+, i
menys marcada en els limfòcits B CXCR5+, dels malalts amb AITD. Aquest canvi fenotípic
podria constituir un bon marcador de l'activitat cel·lular de la resposta immunitària
contra els antigens tiroïdals i es podria utilitzar com a test clínic pel seguiment dels
malalts.

Finalment, i corroborant la relevancia patogénica de la neogènesi limfoide intratiroïdal en
la resposta autoimmunitària, hem trobat una elevada correlació entre els nivells
d'expressió de quimiocines i els nivells d'autoanticossos.
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If La tiroide es comporta com una glàndula que, en les malalties autolmmunitàries de ta
tiroide (malaltia de Graves-Basedow i tiroïditis de Hashimoto), es comporta alhora com a
teixit diana de l'atac autoimmunitari i com a glàndula en la que es desenvolupen fol·licles
limfoides ectòpics (teixit limfoide terciari) propis de teixit limfoide secundari.

2/ Els centres germinals que s'hi formen estan constituïts per tots els tipus cel·lulars
descrits fins al moment en els centres germinals canònics, amb una distribució molt
similar. En el seu sí, tenen lloc tots els processos característics de la reacció centre
germinal (proliferació, hipermutació somàtica amb reordenaments secundaris, apoptosi,
canvi d'isotip).

3/ En els fol·licles limfoides intratiroïdals s'hi generen cèl·lules B que expressen receptors
(¡mmunoglobulines) específiques contra antigens tiroïdals (contra tiroglobulina i contra
peroxidasa tiroïdal) que poden contribuir a la cronificació de la malaltia un cop instaurada
dirigida per la pròpia glàndula.

4/ Els mecanismes d'eliminació de les cèl·lules autoreactives generades in situ són
insuficients o defectuosos (fins i tot encara que hi hagi una alta concentració d'antigen).

5/ En tes tiroides on es desenvolupen centres germinals, s'observa un patró de citocines
característic dels centres germinals canònics, en els que aquestes es troben
hiperexpressades.

6/ En les tiroides on es desenvolupen centres germinals, s'observa un patró de
quimiocines característic dets centres germinals canònics, en els que aquestes es troben
hiperexpressades. En ta producció d'aquestes quimiocines, els tiròcits juguen un paper
fonamental, donat que són la principal font de CXCL12 funcional que sembla que jugaria
un paper important en et reclutament iniciat dets limfòcits T i B que infiltren les
glàndules.

71 El patró de receptors de citocines i de quimiocines dels limfòcits presents a l'infiltrat
tiroïdal és el característic dels ganglis timfàtics i provoca un reclutament selectiu dels
limfòcits que els expressen cap a ta tiroide.

8/ L'acumulació selectiva dels esmentats timfòcits provoca un descens d'aquest en sang
perifèrica dels malais, de forma que un seguiment de la població que expressa receptors
de quimiocines podria ser útil com a marcador de desenvolupament de fol·licles limfoides
intratiroïdals a les malalties autoimmunitàríes de la tiroide.
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AcMo
Ag

AICD (antigen-induced cell death)

AID

AUD (autoimmune thyroid disease)

-AP

ARC (antigen presenting cell)
BCA-1

BCR (B cell receptor)
BSA (bovine serum albumin)

CD
cpm

°C

CSR (class switch recombination)

CTL

DC (dendritic cell)

DAB

DEPC
dNTPs
DMSO

DO
dsDNA (double stranded DNA)

DTH

DZ (dark zone)

EAE

EBV

ECD (extracel-lular domain)

ELISA
FDC (follicular dendritic cell)

-FITC (fluorescein isothiocyanate)

GALT (gut-associated lymphoid tissue)
GAPDH
GC

G-CSF
GD (Graves-Basedow disease)

GlyCAMs
GM-CSF

HEL

HEV (high endothelial venules)
HIGM1 (X-linked HIGH syndrome)

HLA

HT (Hashimoto's disease)
IBD
1C
ICAM

IDC (interdigitating dendritic cell)
IDDM
IFL
IFN
IL
IL-R
IMGT

ITLs (infiltrating lymphocytes)
IP

anticòs monoclonal

antigen

mort cel·lular induïda per activació
activation-induced cytidine deaminase

malaltia autoimmunitària de la tiroide

conjugat amb fosfatasa alcalina
cèl·lula presentadora d'antigen

B cell attracting factor-1

receptor de la cèl·lula B
albúmina sérica bovina

cluster de diferenciació
comptes per minut

graus centígrads

canvi d'isotip
limfòcits T citotòxics

cèl·lula dendrítica (¡DC, immadura; mDC, madura)

diaminobenzidina

dietilpirocarbonat
desoxinucleòtids

dimetil sulfòxid

densitat òptica
DNA de doble cadena

reaccions d'hipersensibilítat retardada

zona fosca
encefalomielitis autoimmunitària

virus Epstein-Barr

domini extracel-lular TSHR)

enzyme-linked ¡mmunosorbent assay
cèl·lula dendrítica fol·licular
isotiocianat de fluoresceïna

teixit limfoide associat als budells
dliceraldehid fosfat deshidrogenasa
centre germinal

granulocyte colony-stimulating factor
malaltia de Graves-Basedow

glycosilation-dependent cell adhesion molecule
granulocyte-macrophage-colony- stimulating factor
hen-egg lysozyme

vènules d'endoteli alt

síndrome d'hiper-IgM lligada al crom osoma X •
histocompatibility leucocyte antigen

malaltia de Hashimoto
inflammatory bowel disease

immunocomplexes
intercellular adhesion molecule
cèl·lula dendrítica interdigitant

insulin dependent diabetes mellitus

immunofluorescencia
interfere
interleucina
receptor d'interleucina
ImMunoGeneTics database

limfòcits infiltrants
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 lymphoid tissue)
MBP (mylein basic protein)

M-CSF

MDC

mg

MG

MHC (major histocompatibility complex)
MIF

MIP

MLN (mesenteric lymph node)
mM

(iM

MM

MNG (multinodular goiter)

MS

MZ (mantle zone)
MZM

NEHJ

NK (natural killer)
OL2ris i OL3ris

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 (Payer'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

leucèmia limfàtica crònica

fol·licle limfoide
lymphocyte-associated molecule

gangli limfàtic

làmina pròpia
limfotoxina

zona clara
mucosal addressin cell adhesion molecule

teixit limfoide associat a mucoses

proteïna bàsica de la mielina
macrophage colony-stimulating factor

macrophage-derived factor

miligram

miastènia gravis
sistema major d'histocompatibilitat

mitjana intensitat de fluorescencia
macrophage-inflammatory chemokine

gangli limfàtic mesentèric
milimolar

micròmetre o miera

macròfags metal.lofílics
goll multinodular

esclerosi múltiple
zona del mantell fol·licular

macròfags de zona marginal esplènica
nonhomologous end-joining

cèl·lules "assassines"

òrgans limfoides secundaris i terciaris
veina limfoide periarteriolar

limfòcits de sang perifèrica

cèl·lules mononuclears de sang perifèrica
tampó fosfat salí

ficoeritrina
proteïna clorofil·la peridinina

paraformaldehid

aglutinina 'de cacauet
adressines de nòdul limfàtic perifèric

conjugat amb peroxidasa
plaques de Peyer
toxina pertussis

amígdala palatina
artritis reumatoide

recombination activating gene
revisió del receptor

seqüència de senyal de recombinació
stromal cell-derived factor-1
hipermutacions somàtiques

secondary lymphoid chemokine

lupus eritematós sistèmic
zona marginal esplènica

síndrome de Sjögren
receptor de la cèl·lula T

terminal deoxynucleotidil transferase
cèl·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 ¡mmunoglobulins)

TRITC (tetramethyl rhodamine isothiocyanate)

TÚNEL

VAPs

VCAM

cèl·lules tiroïdals fol·liculars

tiroglobulina

progenitors limfàtics tímics

timus

factor de necrosi tumoral

peroxidasa tiroïdal

TNF-related activation-induced cytokine

cèl·lula T reguladora

receptor de l'hormona estimuladora de la tirotropina

immunoglobulines estimuladores de la tiroide

isocianat de tetrametil rodamina

TdT-mediated dUTP nick-end labeling assay

vascular adhesion proteins

vascular cell adhesion molecule
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