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INTRODUCCION

LA GLANDULA TIROIDES

1. Caracteristicas generales

1.1. Anatomia e histologia

El tiroides es una glandula endocrina localizada en la parte anterior de la traquea,

justo por debajo de la prominencia laringea. Formada por dos l6bulos, cada uno
situado a un lado de la traquea, y unidos por un istmo en la parte central (Figura
1). Las principales funciones de esta glandula son el control del metabolismo

basal mediante la secrecion de tiroxina (T4) y triyodotironina (Ts), y la regulacion

del metabolismo del calcio mediante la secrecion de calcitonina.

_~Thyroid gland
,_~Isthmus

2\ Leftlobe
Y

Follicle
A

D
Follicular—
cell

Parafollicular —___
cell (C cell)

Colloid ——_____

Blood—
capillary

Redblood— | |
cell

Figura 1. Representacién de la posicion de
la glandula tiroides respecto a la traquea e
imagen representativa de una seccién
histologica de 1a misma.

Histol6gicamente es una glandula
solida, compuesta por multitud de
foliculos tiroideos de tamaio variable
muy proximos entre si. Estos
foliculos, son estructuras cerradas
delimitadas por un epitelio simple
cabico formado por células foliculares
tiroideas (CFTs).

foliculos se encuentra ocupada por un

La luz de los

coloide cuyo componente principal es
una glucoproteina llamada
tiroglobulina, y que actia como
reservorio de hormonas tiroideas. El
escaso espacio interfolicular esta
ocupado por una combinacién de
abundantes

capilares y vasos

sanguineos de pequeno tamaio,
matriz extracelular, y un pequeio

numero de células C o células

parafoliculares, encargadas de la sintesis de calcitonina.

1.1. Fisiologia

La hormonas T4 y la T3 son moléculas derivadas del aminoacido tirosina con un

alto contenido en yodo, y cuya sintesis es llevada a cabo por las CFTs en un

proceso que comienza con la captacion de yodo por parte de las CFTs. El ion
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yoduro (I-) circulante en la sangre es transportado de forma activa al interior de
estas células mediante la bomba de yoduro o simportador Na+/I-, este transporte
libera al espacio extracelular dos iones sodio por cada ion yoduro captado. Una
vez en el interior, este es transportado a la luz del foliculo a través de la cara apical
de las CFTs mediante un cotransportador Cl- /I- denominado pendrina. La
tiroglobulina es a su vez sintetizada por las CFTs, y liberada a la luz folicular
mediante vesiculas secretoras. En el interior de los foliculos el ion yoduro (I-) es
oxidado a yodo (I°) por la accién de la tiroperoxidasa, en un proceso denominado
organificaciéon del yodo, el I° se une al anillo de benceno de los residuos de
tirosina de la tiroglobulina, dando lugar a monoyodotirosina (MIT) y
diyodotirosina (DIT). El acoplamiento de los residuos de tirosina yodados da
lugar a la formacion de T3, mediante un residuo de MIT y uno de DIT, o la
formacion de T4, que requiere de la uniéon de dos residuos de DIT. Tras la sintesis
las hormonas tiroideas permanecen unidas a la tiroglobulina en el interior de los
foliculos tiroideos, actuando de reservorio. Para su secrecion la tiroglobulina es
endocitada, tras lo que es sometida a un proceso de proteoélisis que libera las
hormonas T3 y T4, que pasan al torrente sanguineo a través de la cara basal de las
CFTs.

El principal regulador de la sintesis de T3 y T4 es la hormona estimulante del
tiroides o tirotropina (TSH). Bajos niveles de hormonas tiroideas en el torrente
sanguineo estimulan el hipotalamo, el cual libera la hormona liberadora de TSH
(TRH) que se transporta a través de los vasos porta hipotalamo-hipofisarios hasta
la adenohipofisis, aumentando la liberacion de tirotropina. La TSH cuyo receptor,
TSH-R, se expresa en la cara basal de las CFTs, ejerce distintos efectos que son
cruciales para el funcionamiento del tiroides:

« Eleva la protedlisis de la tiroglobulina almacenada en los foliculos,
aumentando asi la liberacion de hormonas tiroideas a la sangre.

« Incrementa la actividad de la bomba de yoduro.

« Incrementa la organificaciéon del yodo, aumentando la sintesis de
hormonas tiroideas unidas a moléculas de tiroglobulina.

+ Induce la proliferaciéon de los CFTs.

A su vez, el aumento de los niveles de T3 y T4 circulantes produce un efecto de
retroalimentacion negativa sobre la liberacion de TRH en el hipotalamo y de TSH
en la adenohipdfisis (Figura 2).
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A
4

TRH 1+

TSH 1+

!

T;+T,

Figura 2. Representacion del eje hipotalamo-
hipofisario-tiroideo.

Hasta el 90% de las hormonas tiroideas liberadas al torrente sanguineo se
encuentran en forma de tiroxina, y solo una minima parte como triyodotironina,
a pesar de que es esta forma la mas activa de las dos. Para su distribucion a los
tejidos periféricos estas hormonas se unen a proteinas plasmaéticas
inmediatamente después de su incorporaciéon a la circulacion, las principal
proteina encargada de su transporte es la globulina fijadora de tiroxina (TBG),
aunque también pueden unirse en menor medida a la prealbimina o a la
albimina. La naturaleza lipofilica de la T3 y la T4 hace que estas puedan difundir
a través de la membrana plasmatica de las células cuando se encuentran en su
forma libre, a pesar de ello existen distintos receptores de membrana que facilitan
la acumulaciéon de estas hormonas mediante un proceso de transporte activo
hacia el interior celular.

Una vez las hormonas tiroideas han sido captadas, la mayor parte de la tiroxina
pierde un atomo de yodo para pasar a triyodotironina en un proceso que esta
regulado por un grupo de enzimas llamadas desyodasas, y de las que existen hasta
tres isoformas diferentes. Esta via de catabolismo periférico es responsable del
80-85% de la produccion de Ts, mientras que tan solo el 10-15% se produce por
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sintesis directa en el tiroides. Para ejercer su funcion las hormonas tiroideas se
unen a los receptores de hormonas tiroideas (TRs), que pertenecen a una familia
de factores de transcripcion dependientes de ligando. Existen distintas isoformas
de estos receptores, sin embargo, la T3 es capaz de unirse a cada uno de ellos, y
en todos los casos con una afinidad 50 veces superior a la observada para la Ty,
por ello se la considera la forma hormonalmente activa. Una vez formados los
complejos hormona-receptor, estos se unen a secuencias especificas del ADN
promoviendo su transcripcién, y actuando sobre distintos procesos fisiologicos.
Las principales consecuencias de la accién de las hormonas tiroideas son las
siguientes:

e Aumento del metabolismo basal mediante el incremento del ntimero y
actividad de las mitocondrias.

e Aumenta el metabolismo de los hidratos de carbono al favorecer la
captacion de glucosa en el tubo digestivo, la glucdlisis y al gluconeogénesis.

e Aumenta el metabolismo de los lipidos al inducir la movilizacion de las
reservas del tejido adiposo.

e Aumento de la termogénesis al favorecer la accién de la termogenina en el
tejido adiposo marron.

e Aumento el flujo sanguineo y el gasto cardiaco.
e Aumento de la frecuencia respiratoria.

e Participa en el desarrollo del SNC durante la vida intrauterina y comienzo
de la lactancia.

e Presenta diversos efectos sobre el sistema nervioso adulto al aumentar la
vigilia y la alerta, la respuesta a diversos estimulos, y puede como
modificar la sensacion de hambre, la memoria o la capacidad de
aprendizaje.

2. Enfermedades autoinmunes del tiroides

Dentro del conjunto de patologias que pueden afectar a la glandula tiroidea, uno
de los principales grupos es el de las enfermedades autoinmunes del tiroides
(AITD). Aunque las AITD incluyen diversas patologias claramente diferencias,
como la tiroiditis posparto o la tiroiditis inducida por firmacos, las formas
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principales y con mayor incidencia son la enfermedad de Graves (EG) y la
tiroiditis de Hashimoto (TH).

Las AITD son el grupo de enfermedades autoinmunes més comunes en el ser
humano, con una prevalencia de entre el 2% y el 5% de la poblacién total que
varia considerablemente en funcion de la zona geografica. Del conjunto de las
AITD, la TH es la entidad mas comiin, con una incidencia hasta 5 veces superior
a la EG. Adicionalmente, como en la mayor parte de las enfermedades
autoinmunes, las mujeres tienen un riesgo 5-10 superior al de los hombres de
sufrir cualquier tipo de AITD (1-3).

2.1. Tiroiditis de Hashimoto (TH)

También conocida como tiroiditis linfocitica cronica, es la forma mas comin de
hipotiroidismo en paises desarrollados, siendo ademés la primera enfermedad
autoinmune 6rgano-especifica identificada. Fue nombrada en reconocimiento al
Dr. Hakaru Hashimoto, quien en 1912 fue primero describi6 sus sintomas
caracteristicos y los asocio a la presencia de grandes infiltrados linfociticos en el
tiroides.

Durante el curso de la enfermedad se produce un infiltrado linfocitico progresivo
compuesto principalmente por linfocitos T, aunque con el tiempo se puede llegar
a inducir la formacion de tejido linfoide terciario con presencia de centros
germinales y abundantes linfocitos B. Este infiltrado compuesto
mayoritariamente por células autorreactivas es el responsable de la destrucciéon
del tejido tiroideo y la inflamacién crénica de la glandula, que a su vez puede
inducir el desarrollo de fibrosis. Aunque inicialmente este proceso no produce
sintomas, con el tiempo el tiroides puede aumentar de tamafio dando lugar a la
aparicion de bocio, y la destruccion del parénquima normal puede tener como
consecuencia un déficit en la produccion de hormonas tiroideas, lo que
condiciona la aparicion del hipotiroidismo. En algunos casos la enfermedad
puede manifestarse en su etapa inicial con sintomas tipicos de hipertiroidismo,
este fenomeno estaria producido por el rapido aumento de la liberacion de
hormonas tiroideas a la circulacion como consecuencia de la destruccién del
tejido tiroideo, aunque esta fase es transitoria y evoluciona hacia el
hipotiroidismo cuando la suficiente cantidad de parénquima endocrino ha sido
destruido.

Esta patologia se caracteriza por la presencia de autoanticuerpos frente a
distintos proteinas del tiroides, siendo los principales aquellos dirigidos contra la
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tiroperoxidasa (anti-TPO), que se detectan en la mayor parte de los pacientes,
aunque también pueden encontrarse autoanticuerpos contra la tiroglobulina
(anti-TG) o autoanticuerpos con un efecto bloqueante del TSH-R, entre otros. A
pesar de ello, el papel de estos autoanticuerpos en la destruccion de las CFTs no
se conoce por completo, sin embargo, estos constituyen un marcador diagnostico
de la enfermedad, y sus niveles pueden correlacionarse con su actividad.

Las consecuencias del hipotiroidismo pueden afectar a la mayoria de los 6rganos
y sistemas, por lo que sus sintomas son altamente inespecificos, siendo bastante
comun la sensacion de fatiga o de letargia, el estrefiimiento, la intolerancia al frio,
o la aparicion de cuadros depresivos. Los casos méas extremos pueden dar lugar a
la aparicion de mixedema, condicion que se caracterizada por la acumulacion de
acido hialuroénico y sulfato de condroitina en los espacios intersticiales, lo cual
aumenta la retencion de liquido en estos compartimentos y da lugar a la aparicién
de un edema sin févea.

El tratamiento en la mayor parte de los casos es la sustitucién hormonal mediante
levotiroxina. Un pequeno porcentaje de pacientes puede requerir un tratamiento
quirargico mediante una tiroidectomia parcial o total cuando el desarrollo de
bocio condiciona la respiracién o la deglucion.

2.2. Enfermedad de Graves (EG)

En paises en los que no existe un déficit de yodo en la dieta, la enfermedad de
Graves es la causa de hipertiroidismo més comin entre la poblacion adulta, con
una incidencia de 20 a 50 casos por cada 100.000 personas al ano y una
prevalencia que varia entre el 0,5% y el 2% de la poblacién. Debe su nombre al
Dr. Robert James Graves, quien en 1835 public6 un articulo describiendo una
serie de cuatro pacientes que presentaban taquicardia asociada a la presencia de
bocio. En ocasiones esta entidad puede denominarse enfermedad de Graves-
Basedow como reconocimiento al Dr. Carl Adolph Basedow, que estableci6 la
relacion entre esta patologia y la aparicion de exoftalmos en algunos de los
pacientes afectados por ella.

Las manifestaciones de la EG dependen en gran medida de la edad del paciente
en el momento de inicio de la enfermedad, y del tiempo transcurrido desde el
comienzo de esta. Los sintomas y signos clinicos se deben principalmente al
hipertiroidismo, y un pequefio numero de ellos al propio proceso autoinmune
(Tabla 1). Suelen presentarse de manera progresiva, siendo los mas frecuentes
la pérdida de peso, cansancio, intolerancia al calor, temblores, o palpitaciones.



INTRODUCCION

Mientras que las manifestaciones cardiacas secundarias al hipertiroidismo, como
la fibrilacion atrial o la insuficiencia cardiaca congestiva, son mas comunes en
pacientes mayores de 60 anos, estas son raras en pacientes jovenes. Por otro lado,
el desarrollo de un bocio palpable se observa en la mayor parte de los pacientes
menores de 60 afios, pero solo un 50% de las personas por encima de esta edad
llegara a presentarlo durante el transcurso de la enfermedad (4).

Tabla 1. Sintomas y signos clinicos asociados a la enfermedad de Graves.

Sintomas
Pérdida de peso
Palpitaciones
Disnea
Temblores
Fatiga y debilidad muscular
Intolerancia al calor e incremento de la sudoracion
Ansiedad, insomnio y alteraciones del comportamiento
Prurito
Polidipsia y poliuria
Oligomenorrea o amenorrea
Sintomas oculares: dolor, hinchazon, diplopia

Signos clinicos asociados al hipertiroidismo
Taquicardia
Hipertension arterial
Fallo cardiaco
Pérdida de peso
Temblores
Hipertermia
Eritema palmar
Debilidad Muscular
Caida del pelo
Bocio difuso palpable
Alteraciones del comportamiento

Signos clinicos extratiroidales
Oftalmopatia: exoftalmos, diplopia, edema periorbital, neuropatia tpica
Demopatia localizada: mixedema pretibial
Acropatia

La EG es una enfermedad de origen autoinmune que presumiblemente comienza
como consecuencia del reconocimiento de antigenos propios del tiroides por
parte de linfocitos T autorreactivos. Estas células T interactuaran con linfocitos B
autorreactivos induciendo una respuesta humoral, que se caracteriza por la
produccién de autoanticuerpos frente a distintos antigenos tiroideos. Este
proceso es especialmente importante en la EG, ya que el hipertiroidismo asociado
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a esta patologia es producido por el efecto de autoanticuerpos estimulantes
contra el receptor de la TSH (TSAb), patognomonicos de la enfermedad. Estos
autoanticuerpos se unen al receptor de la TSH emulando el efecto de esta
hormona, y estimulan a las CFTs induciendo la sintesis de hormonas tiroideas.
Actiian mediante un mecanismo de senalizacién que es independiente del eje de
regulacion hipotalamo-hipofisario, lo que tiene como consecuencia el desarrollo
del hipertiroidismo que caracteriza a esta enfermedad. Los pacientes con EG
también presentan autoanticuerpos frente a otras proteinas expresadas en el
tiroides, siendo los mas comunes los dirigidos contra la tiroglobulina y la
tiroperoxidasa, aunque como en el caso de la TH no se ha demostrado que
intervengan de forma directa en la patogenia de la enfermedad.

Es probable que las propias CFTs participen en el desarrollo o el mantenimiento
de la enfermedad ya que se ha demostrado que estas células son capacidad de
liberar distintas quimiocinas y citocinas que podrian favorecer el reclutamiento y
la actividad de células del sistema inmune (5—7). Asi mismo en pacientes con EG
estas células expresan en su superficie moléculas HLA de clase II, cuya expresion
podia inducirse in vitro mediante la estimulacion con IFN-y en CFTs de pacientes
con EG o tejido control obtenido de bocios multinodulares (8,9), y aunque se ha
demostrado que bajo estas condiciones son capaces de coexpresar CD40, no se
ha conseguido demostrar su papel en la presentacién antigénica a células T (10).
Un estudio transcriptémico posterior de glandulas tiroideas de pacientes con EG
demostro la presencia de una firma de genes relacionados con la senalizacion con
IFN-y, lo que explicaria la expresion in vivo de estas moléculas en los CFTs de
estos pacientes (11).

Histologicamente, y al igual que en la TH, el tiroides de pacientes con EG se
caracteriza por la infiltracion de la glandula por células del sistema inmune.
Aunque en el caso de la EG la tiroiditis es generalmente de caracter difuso, segin
avanza el curso de la enfermedad también es habitual la presencia de tejido
linfoide terciario y de centros germinales con abundancia de linfocitos B. Entre
sus efectos los TSAb estimulan la proliferacion de las CFTs, esto tiene como
consecuencia un incremento de la celularidad del parénquima del tiroides y un
aumento del tamafo de la glandula. Unido a la inducciéon de procesos de
hiperplasia e hipertrofia de estas células, a nivel histolégico los foliculos pierden
su estructura habitual, su epitelio pasa de tener una morfologia plana o ctbica a
una cilindrica que est4 acompafada de un aumento del tamafio de las CFTs. Este
proceso produce la aparicion de invaginaciones del epitelio hacia el interior de los
foliculos y la disminucién del espacio ocupado por la luz de los mismo.
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El diagnostico de la EG se basa en los sintomas clinicos y en alteraciones de las
pruebas bioquimicas. A nivel analitico el hipertiroidismo se caracteriza por un
aumento de los niveles séricos de T3 y T4 y la disminucién de los niveles de TSH.
La anticuerpos estimulantes del receptor de la TSH, patognomonicos de la
enfermedad, se detectan en hasta el 98% de los pacientes afectados por esta
patologia. La presencia de oftalmopatia o de mixedema pretibial contribuiran a
confirmar el diagnoéstico de EG, por el contrario, en aquellos casos que no
presenten estos signos clinicos una gammagrafia de la glandula permitira
diferenciar la EG de otras patologias del tiroides.

El tratamiento de primera linea es generalmente farmacologico mediante el uso
de medicamentos antitiroideos, estos farmacos inhiben la sintesis, la liberacion o
la conversion periférica de las hormonas tiroideas. La terapia farmacoldgica tiene
una baja tasa de remisi6on a largo plazo, por ello muchos pacientes con EG
recurrente son sometidos a terapias méas agresivas. Una de las opciones es la
ablacion de la glandula mediante la exposicion a radioyodo, esta terapia reduce
la actividad del tiroides y disminuye el hipertiroidismo y la recurrencia de este,
sin embargo, se relaciona con la aparicion o el empeoramiento de la oftalmopatia
(12). La tiroidectomia totalizadora es otra alternativa para aquellos pacientes que
no desean realizar un tratamiento mediante radioyodo, el riesgo de recurrencia
tras este procedimiento es muy bajo y es proporcional a la cantidad de tejido
residual tras la intervencion. En la mayor parte de los pacientes sometidos a la
ablacion mediante radioyodo o al tratamiento quirtrgico se produce un
hipotiroidismo secundario que requiere tratamiento sustitutivo, de forma
analoga al recibido por pacientes con TH.

Se ha de considerar que, aunque la deteccién en suero de autoanticuerpos contra
antigenos del tiroides, y la presencia de infiltrados linfoides en esta glandula son
caracteristicas altamente especificas de las AITD, estas pueden darse en un
porcentaje variable de individuos eutiroideos. La presencia de infiltrados en el
tiroides en ausencia de clinica asociada, denominada tiroiditis focal, es un
fenbmeno comun en la poblacion. Gracias al estudio histolégico de tiroides en
cadaveres se sabe que la incidencia de la tiroiditis focal aumenta con la edad,
siendo rara en personas menores de veinte afios pero llegando a presentarse en
mas del 15-20% de la poblacion mayor de 60 anos (13,14).
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TOLERANCIA Y AUTOINMUNIDAD

El sistema inmune esta compuesto por distintos tipos celulares, 6rganos y tejidos
distribuidos por el cuerpo humano, y cuya funcién principal es la de protegernos
frente a agentes infecciosos, aunque algunos de sus componentes participan
ademas en otros procesos fisiologicos.

Como consecuencia del elevado namero de microorganismos que pueden actuar
como patogenos, y la alta capacidad de mutacion y adaptacion que estos poseen,
el sistema inmune de los vertebrados ha evolucionado a lo largo del tiempo hasta
obtener la capacidad de generar en cada individuo un repertorio extremadamente
amplio de receptores especificos frente a antigenos. Estos receptores son el BCR
en los linfocitos B, que a su vez da lugar a las inmunoglobulinas en su forma
soluble cuando es secretado por las células plasmaéticas, y el TCR en los linfocitos
T. La enorme variabilidad en la especificidad de estos receptores se consigue
mediante procesos de recombinaciéon de segmentos génicos, generando en cada
clon de linfocitos T y B una secuencia codificante Gnica para su receptor de
membrana. Ademas, los genes que codifican para el BCR, y que previamente
fueron generados por recombinacién en la médula 6sea, pueden sufrir un proceso
de hipermutacion somatica que tiene lugar en los centros germinales durante la
respuesta inmune, y que contribuye a aumentar su afinidad frete a los antigenos.
La aleatoriedad inherente a estos procesos hace que sea inevitable la aparicion de
receptores TCR y BCR autorreactivos que, bajo las condiciones adecuadas, son
capaces de reconocer estructuras moleculares propias como ajenas, produciendo
respuestas autoinmunes y el consecuente dafio tisular asociado. Para eliminar, o
reducir, la aparicion y la funcionalidad de aquellas clonas que por su especificidad
puedan ejercer un efecto pernicioso sobre el huésped, el sistema inmune posee
distintos mecanismos de regulacién que se engloban dentro del concepto de
tolerancia inmunolégica.

La tolerancia se define como la falta de respuesta del sistema inmune frente a un
antigeno inducida por la exposicion previa a este. Los mecanismos que dan lugar
a ella pueden clasificarse en la tolerancia central y la tolerancia periférica en base
a la localizacion anatomica donde se producen, y las fases madurativas de los
linfocitos sobre las cuales actian. La tolerancia central tiene lugar en la médula
Osea y el timo, y su objetivo es la eliminacion las clonas autorreactivas de
linfocitos B y T, respectivamente. Esta eliminacién se lleva a cabo durante las
etapas iniciales de su desarrollo, en las cuales se producen los principales
fendmenos de reordenamiento genético que dan lugar a la generacion de sus
receptores especificos de antigeno. Sin embargo, los mecanismos implicados en
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la tolerancia central no son totalmente efectivos, y en condiciones normales una
pequena proporcion de células autorreactivas frente a distintos antigenos propios
logran completar su maduracién y salir de los 6rganos linfoides primarios (15).
La tolerancia periférica tiene lugar en los 6rganos linfoides secundarios y en los
tejidos periféricos, y su objetivo principal es evitar la activacién de las células
maduras autorreactivas que hayan sido capaces de abandonar los érganos
linfoides primarios. Los principales procesos que componen la tolerancia
periférica son la ignorancia inmunolégica, la limitacion en las interacciones T-B,
y los mecanismos antigeno especificos.

1. Tolerancia central

La tolerancia central acttia eliminando la mayor parte de las células
autorreactivas By T durante las etapas iniciales de su maduracion. El mecanismo
principal implicado es la eliminacion clonal, concepto que enuncié Frank M.
Burnet en 1957 en su hipotesis de la seleccion clonal. A pesar de que el objetivo
de la eliminacion clonal en linfocitos B y T es el mismo, los procesos que se
desarrollan para conseguirlo en médula 6sea y timo, respectivamente, difieren
entre si.

1.1. Tolerancia central B

Los precursores de los linfocitos B se generan en médula 6sea a partir de células
madre hematopoyéticas (HSCs), y contintian su maduracién en este drgano.
Durante su desarrollo comienzan los procesos de reordenamiento genético que
daran lugar a la expresion de un receptor B (BCR) tinico en cada una de estas
células. Es en la fase madurativa de célula pre-B, en la cual los linfocitos expresan
en superficie un primer BCR del isotipo IgM completamente funcional. En este
momento las interacciones de alta afinidad del BCR con antigenos propios
producen un cascada de sefializacion que lleva a dos posibles desenlaces, la
muerte por apoptosis de la célula autorreactiva, o el inicio de un mecanismo de
rescate denominado edicion del receptor, que consiste en la generacion de un
nuevo receptor B mediante la recombinacion de una cadena ligera alternativa. En
el caso de producirse la edicion del receptor, una vez finalizado el nuevo
reordenamiento, esta célula pre-B interacciona de nuevo con antigenos propios,
continuando su desarrollo en caso de haber perdido su autorreactividad (16).
Durante esta fase de desarrollo hasta un 70% de las células pre-B pueden llegar a
reconocer antigenos propios. Aunque este porcentaje desciende tras los procesos
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de seleccion negativa y edicion del receptor de las clonas autorreactivas, estudios
en humanos demostraron que hasta un 40% de los linfocitos B que emigran de
médula Osea poseen la capacidad de reconocer auto-antigenos, aunque el
porcentaje de células autorreactivas se reduce nuevamente tras su paso a células
B naive maduras (17).

1.2. Tolerancia central T

Los timocitos, precursores de los linfocitos T, se generan en adultos en médula
Osea, pero abandonan esta y se dirigen al timo para continuar alli su maduracion
(18). Estos migran a la zona cortical del timo, donde comienzan a dividirse dando
lugar a un gran ntimero de células inmaduras con un fenotipo CD3-CD4-CD8-
TCR-, denominadas timocitos doble negativos (DN). Los timocitos DN sufren el
reordenamiento de las cadenas codificantes del TCR en un proceso dependiente
de las recombinasas RAG1 y RAG2, y expresan por primera un TCR funcional al
mismo tiempo que coexpresan los correceptores del TCR CD4 y CDS,
denominandose a partir de este momento timocitos doble positivos (DP). En este
punto, los timocitos DP son sometidos a un proceso de seleccion positiva
dependiente, principalmente, de su interaccion con células epiteliales timicas
corticales (cTEC) a través de la presentacion de antigenos propios mediante
moléculas de HLA. Los timocitos que no sean capaces de reconocer el complejo
péptido-HLA, o que lo reconozcan con muy baja afinidad, moriran por un
mecanismo de ignorancia (death by neglect), proceso mediante el cual son
eliminados el 80-90% de los timocitos producidos en el timo. Por otro lado,
aquellos capaces de reconocer los complejos péptido-HLA con afinidad media
continuaran el proceso madurativo, continuando su migraciéon a la médula timica
al mismo tiempo que se diferencian en timocitos positivos simples (SP), CD4+ en
el caso de aquellos capaces de reconocer adecuadamente péptidos unidos a
moléculas HLA de clase II, o CD8+ si estos interaccionan a través de moléculas
HLA de clase I.

En la médula timica los timocitos SP son sometidos a un proceso de seleccion
negativa o eliminacion clonal, mediado principalmente por la interaccion con las
células epiteliales timicas medulares (mTEC). El objetivo es la eliminacién de los
clones autorreactivos capaces de reconocer péptidos propios presentados a través
de moléculas de HLA. Para ello las mTEC son capaces de expresar un gran
numero de antigenos inicialmente restringidos a otros tejidos periféricos en un
proceso denominado expresion génica promiscua, y cuyos principales
reguladores son los factores de transcripcion AIRE (autoimmune regulator) y
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FezF2. La mayoria de los timocitos SP capaces de reconocer péptidos propios
presentados por las mTECs sufren un proceso de apoptosis, que tiene como
consecuencia la eliminacion de la mayor parte de las clonal autorreactivas. A
pesar de ello, un pequeno nimero de timocitos con afinidad media-alta por los
complejos péptido-HLA propios recibirdn las sefiales necesarias para su
diferenciacion en células T reguladoras naturales (nTreg), que participan en el
mantenimiento de la tolerancia periférica (19).

Es precisamente la capacidad de las mTECs de presentar multiples péptidos
restringidos a otros tejidos periféricos, lo que hace de la seleccion negativa timica
un proceso mucho mas efectivo y exhaustivo que la delecion clonal de linfocitos
B en la médulas 6sea.

2. Tolerancia periférica

Los mecanismos de tolerancia central ya comentados limitan enormemente la
salida a periferia de linfocitos B y T autorreactivos de alta afinidad desde los
organos linfoides primarios. Sin embargo, estos mecanismos no tienen una
efectividad total, lo que permite en condiciones normales la presencia de células
circulantes autorreactivas de baja afinidad. Estas células, bajo las condiciones
adecuadas, pueden llegar a activarse de forma antigeno-especifica, dando lugar a
la aparicion en ultima instancia de un amplio abanico de enfermedades
autoinmunes. La tolerancia periférica estd compuesta por diversos mecanismos
que actian en distintas etapas de la vida de las células del sistema inmune
(Figura 3), y que estan orientados al control de las clonas de linfocitos
circulantes con capacidad para reconocer antigenos propios (20,21).

Estimulacion

mediada por TCR Figura 3. Esquema temporal que ilustra la

accién de los distintos mecanismos de
CélulaT CélulaT tolerancia periférica y las etapas del
estimulada efectora desarrollo de las células T sobre las cuales
actlan preferentemente.
Figura adaptada de ElTanbouly, M. A., & Noelle,
R. J. (2020). Rethinking peripheral T cell
tolerance: checkpoints across a T cell’s journey.
Nature Reviews. Immunology.
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2.1. Ignorancia inmunologica

Este mecanismo estd basado en la separacion fisica entre los potenciales
autoantigenos restringidos a tejidos periféricos y las células T naive emergentes
del timo. En condiciones normales, las células naive circulan desde la sangre a los
ganglios linfaticos, de los cuales salen a través de vasos linfaticos aferentes,
pasando de nuevo a la sangre, en un proceso que las excluye de los tejidos
periféricos no linfoides. Este fenomeno es consecuencia de la expresion, entre
otras moléculas, de CCR7 y CD62L en la superficie de las células naive que
emigran del timo. Estas moléculas median la entrada de las células T en los
ganglios linfaticos a través de las vénulas del endotelio alto, que contienen un
epitelio especializado que favorece la extravasacion de los linfocitos mediante la
produccion de la quimiocina CCL21, ligando del receptor CCR7, y la expresiéon en
superficie de carbohidratos reconocidos por la molécula de adhesién CD62L
(22,23). Una vez en el ganglio linfatico, las células T naive interactuaran con
células presentadoras de antigeno (APC). Los linfocitos T que no reconozcan
ningan antigeno y que no reciban senales de activacion seran guiadas hacia las
zonas de salida del ganglio siguiendo un gradiente creciente de esfingosina-1-P
en un proceso mediado por la expresion en su superficie del receptor 1 de la
esfingosina-1-P (S1PR1) (24), incorporandose de nuevo a la circulacion y
repitiendo el proceso. El perfil de expresion de moléculas de adhesion y de
receptores de quimiocinas define el patron de circulacion de los linfocitos T naive,
y reduce las posibilidades de que linfocitos autorreactivos que hayan superado los
mecanismos de tolerancia central entren en contacto con antigenos restringidos
a tejidos periféricos.

El fen6meno de ignorancia inmunolodgica tiene una especial relevancia en los
llamados tejidos inmunoprivilegiados. El privilegio inmune es una adaptacion
cuyo objetivo es restringir los procesos inflamatorios para reducir el dafio tisular
asociado, lo que adquiere una especial importancia en tejidos con una capacidad
regenerativa reducida. Aunque muchas partes del cuerpo presentan grados
variables de privilegio inmune, los tejidos que clasicamente asociados a esta
cualidad, y que mas se benefician de ella son el ojo, el sistema nervioso central, y
el Gtero durante el embarazo. Mediante una circulacion linfatica reducida, y una
expresion aumentada de distintas proteinas de superficie y solubles con
capacidad proapoptoética y antinflamatoria, como FasL, TRAIL o TGF-f3, estos
tejidos logran reducir la capacidad del sistema inmune para generar una
respuesta inflamatoria local (25).
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Otro aspecto que contribuye a la ignorancia inmunologica es la quiescencia,
caracteristica inherente a las células T naive maduras cuyo objetivo es mantener
en estas una baja tasa metabolica, atenuar las respuestas a sefales tonicas y
disminuir su umbral de activacién.

Diversos estudios en ratones han logrado identificar y caracterizar muchas de las
moléculas y mecanismos de sefalizacion implicados en el establecimiento y
mantenimiento del estado de quiescencia de las células T naive. Asi, tras su salida
a periferia las células T recientes emigrantes timicas (RTE) muestran una menor
cantidad de mitocondrias y una disminucion del area citoplasmatica ocupado por
estas comparadas con los timocitos SP maduros, como consecuencia, las RTE
presentan ademas una reduccion en el metabolismo oxidativo de las
mitocondrias medido por la produccién de especies reactivas del oxigeno en estas
(mROS). Esta reduccion del ntimero y de la actividad mitocondrial en RTE es
producido por un aumento de los niveles de autofagia, un proceso cuyo aumento
es dependiente de la salida a periferia desde el timo de las RTE, y que es regulado
en parte por una reduccion de la senalizacion por mTOR1 y la activacion de MAPK
como JNK, ERK o ASK1 (26).

Las proteinas TGFf1 y Tob1 se han identificado también como mediadores del
estado de quiescencia en células T naive, en las que actiian alterando la capacidad
de activacién. Ambas moléculas acttian a través de vias sefalizacion dependientes
de SMAD, que tiene como consecuencia un aumento en el umbral de activacion,
la inhibicion de la proliferacion dependiente de estimulacién, y una reducciéon en
la produccioén de citocinas como la IL-2, el IFN-y, o la IL-4 (27,28). La activacion
de las células T naive mediante estimulos TCR potentes acompanados de
adecuadas senales de coestimulacion tiene como consecuencia la reduccion de la
expresion en el receptor de TGFf1, TB1R, y de la expresion de Tob1, favoreciendo
la salida del estado de quiescencia mantenido por su efecto.

El factor transcripcion KLF2 ha sido identificado en ratones como otro marcador
de quiescencia en células T. Esta proteina acttia a varios niveles, por un lado
suprime la proliferacion celular al inhibir la sintesis de DNA, bloqueando la fase
S del ciclo celular (29), pero también regula la salida de timocitos a periferia
mediante la regulacién transcripcional de CD62L y S1PR1 (30).

Alteraciones en la expresion de moléculas implicadas en el mantenimiento de la
quiescencia como TP1R, Tob1 o KLF2 dan lugar en ratones al aumento de las
células T efectoras y de memoria y a su activacién, favoreciendo ademas el
desarrollo de diversas enfermedades autoinmunes.

El estudio de la quiescencia de los linfocitos T en humanos esta menos
desarrollado, a pesar de ello, varios factores que actian como reguladores de este
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proceso en ratones, como KLF2 o Tob1, se ha demostrado que se expresan en
células T periféricas en humanos, y que su expresion disminuye tras su activacion
(31). Este hecho sugiere que algunos de los mecanismos encargados del
mantenimiento de la quiescencia en células T naive murinas se hayan conservado
en humanos.

2.2. Mecanismos antigeno especificos

El estado de quiescencia caracteristico de las células T naive y la limitacion de la
circulacion de estas células por los tejidos periféricos que contribuye al fendmeno
de la ignorancia inmunologica, son mecanismos inespecificos que no dependen
de la interaccion del TCR de los linfocitos implicados. Existen sin embargo otros
mecanismos de tolerancia periférica que son capaces de inhibir de forma antigeno
especifica a las clonas autorreactivas, y que dependen de la sefializacion a través
del TCR.

La activacion de las células T requiere no solo la presentacion de un antigeno a
través de una molécula adecuada de HLA, sino que esta senal debe de ir
acompafiada de una serie de estimulos adicionales para que dé lugar a una
respuesta productiva. Tanto la intensidad de la estimulacién via TCR como el tipo
de sefales accesorias necesarias dependeran a su vez del estado madurativo y
funcional de la célula T diana, siendo estos requerimientos distintos, por ejemplo,
en el caso de células naive o efectoras.

La ausencia o variacion de cualquiera de estas senales puede dar como resultado
la induccion de distintos mecanismos de tolerancia periférica.

2.2.1. Interaccion con células presentadoras de antigeno tolerogénicas

Las principales APC encargadas de la presentacion de antigenos a las células T
naive son las células dendriticas (DC). Estas células circulan por los tejidos
periféricos captando antigenos solubles o cuerpos apoptéticos y necroéticos
mediante procesos de macropinocitosis o fagocitosis, respectivamente. Las
células dendriticas procesan estos antigenos y, en su paso por los organos
linfoides secundarios, presentan estos en superficie mediante moléculas HLA de
clase I o de clase I1, pudiendo activar asi de forma antigeno especifica a células T
CD4 o CDS8.

Si bien este mecanismo de procesamiento y presentacion antigénica es
constitutivo en las DC y se produce de forma continua sin necesidad de ser
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inducido, en su estado basal estas carecen de la expresion de moléculas
coestimuladoras necesarias para producir una respuesta efectiva por parte de los
linfocitos T. Es necesario que el proceso de presentacion antigénica se acompane
de la presencia de indicadores de infeccion (pathogen-associated molecular
patterns, PAMPs) o dano tisular (damage-associated molecular patterns,
DAMPs) que puedan unirse a sus respectivos receptores de reconocimiento de
patrones (pattern recognition receptors, PRRs), lo cual desencadenara la
maduracion de las DC promoviendo la expresién de moléculas coestimuladoras,
la secrecion de citocinas proinflamatorias, y aumentara la migraciéon a 6rganos
linfoides secundarios, todo ello necesario para la correcta estimulacién de células
T de forma antigeno especifica.

En ausencia de situaciones potencialmente patogénicas el procesamiento
continuo por parte de las DC quedara limitado casi por completo a antigenos
propios, por lo que las células T que sean capaces de reconocerlos cuando estos
sean presentados a través de moléculas HLA seran, en la mayor parte de los casos,
células autorreactivas. En estas situaciones se ha demostrado mediante diversos
modelos animales que la presentacion de antigenos por parte de DC inmaduras
puede tener un efecto tolerogénico. Estas DC inmaduras son capaces de activar
las células T de manera transitoria e incompleta, lo que se caracteriza por una
induccion inicial de la proliferacion que es rapidamente autolimitada, y una
secrecion deficiente de citocinas proinflamatorias. Ademas, a diferencia de la
presentacion antigeno especifica llevada a cabo por DC maduras, las presentacion
mediada por DC tolerogénicas induce en las células T la incapacidad de responder
de nuevo tras una reestimulacion con el mismo antigeno (32,33).

La activacion de linfocitos T mediada por DC tolerogénicas puede producir sobre
los primeros tres posibles desenlaces: inducciéon de un estado anérgico, delecién
clonal de las células estimuladas, o la diferenciacion de estas a células T
reguladoras inducibles (iTreg). A pesar de que las posibles consecuencias directas
sobre las células implicadas son muy distintas, el fin Gltimo de todos ellos es el
mantenimiento de la tolerancia periférica.

2.2.1.1. Anergia

El estado de anergia de las células T se define como el resultado directo de una
activaciébn antigeno especifica en ausencia de senales adecuadas de
coestimulacion, lo que tiene como consecuencia en ultima instancia la pérdida de
la capacidad de respuesta frente a una reestimulacién. Durante los momentos
iniciales de la estimulacion tolerogénica la célula T sufre cambios propios de una
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activacion antigeno especifica, como el aumento de expresion del receptor de la
IL-2 o el aumento intracelular celular de calcio. Como ya comentamos
anteriormente, a pesar de ello estas células se caracterizan por una producciéon
deficiente de distintas citocinas, especialmente de IL-2, necesaria para el
mantenimiento de la proliferacién de los linfocitos y su diferenciacion tras la
estimulacion. Este fenomeno parece ser dependiente de una transactivacion
inadecuada del factor de transcripcion AP-1, que podria producirse como
consecuencia de una sefializacion defectuosa de las vias JNK y ERK (34). La falta
de respuesta causada por el estado de anergia puede ser mantenido en el tiempo,
aunque la ausencia del antigeno desencadenante durante un periodo de tiempo
suficiente, o la reestimulacion bajo ciertas condiciones, como en presencia de
cantidades adecuadas de IL-2, pueden favorecer la recuperacion de la
funcionalidad de estas células (35,36).

2.2.1.2. Delecion clonal

La muerte celular es otra de las posibles consecuencias que pueden sufrir las
células T naive como resultado de una estimulacion deficiente en senales
coestimuladoras adecuadas. La delecién clonal y la induccion de la anergia no son
mecanismos mutuamente excluyentes, y normalmente ambos ocurren de forma
simultdnea sobre una poblacién de células T sometidas al mismo estimulo
tolerogénico. Una vez las células son activadas de forma antigeno especifica, estas
comienzan un proceso de proliferacion autolimitado, tras un breve periodo de
tiempo una pequeiia proporcion de las células inicialmente estimuladas entraran
en un estado anérgico, mientras que la mayoria de ellas sufriran un proceso de
delecion clonal que contribuiré a la contraccion de la respuesta celular T inicial.
Aln se desconocen las condiciones exactas que determinaran que células
iniciaran un proceso de muerte celular o cuales entraran en un estado de anergia,
sin embargo, uno de los factores implicados en la inducciéon de la muerte celular
podria ser la senalizacion en las células T a través del receptor de membrana
VISTA (V-type immunoglobulin domain-containing suppressoy of T-cell
activation). Esta molécula pertenece al grupo de los negative checkopoint
regualators (NCRs), receptores que participan en la inhibicion de las respuestas
T. Mientras que el resto de las moléculas pertenecientes a este grupo se expresan
principalmente en linfocitos T activados, VISTA se caracterizada por su expresion
en las células T naive. Modelos murinos deficientes para la expresion de VISTA
mostraron un aumento basal del porcentaje de células T CD4 con fenotipo de
efector y de memoria, ademéas de un aumento de la proliferacion en respuesta a
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la estimulacion antigeno especifica 0 mediada por anticuerpo anti-CD3, lo que
sugiere que esta molécula tiene un papel importante en el mantenimiento de la
quiescencia que caracteriza a las células T naive. Sin embargo, un trabajo reciente
estudio la posible implicacion de esta molécula en la susceptibilidad en linfocitos
T a la muerte celular inducida por estimulos tolerogénicos. Células CD4
generadas en ratones wild type y en ratones VISTA-/- fueron transferidas en
proporcion 1:1 a ratones Rag-/-, a los que mas tarde se les administr6 anticuerpo
estimulante anti-CD3, que en ausencia de coestimulacién emula la sefializacion
tolerogénica antigeno especifica, o un anticuerpo monoclonal de control. En
ausencia de estimulacion el ratio de células VISTA-/- y wild type se mantuvo
constante, sin embargo, tras la estimulacién mediante anti-CD3 la mayor parte
de las células CD4 recuperadas de estos animales eran VISTA-/-. Estos resultados
sugieren que VISTA tiene un papel importante en la susceptibilidad a la muerte
celular inducida por la estimulacion via TCR (37).

2.2.1.3. Generacion de células T reguladoras inducibles (iTreg)

El concepto de las células T con capacidad inmunosupresora se conoce desde la
década de 1970. Estas células, mas tarde denominadas células T reguladoras
(Treg), se describieron inicialmente como una subpoblacién de células CD4 de
origen timico que se caracterizaban por su capacidad para suprimir respuestas
autoinmunes (19,38,39), sobre las que se entrara en detalle més adelante. Sin
embargo, estudios posteriores demostraron que se puede inducir en periferia la
diferenciacion de linfocitos T CD4 convencionales a células con capacidad
inmunorreguladora (40), denominandose estas células T reguladoras inducibles
(iTreg), para diferenciarlas aquellas originadas en el timo, y conocidas como
células T reguladoras naturales (nTreg).

Mediante estudios en modelos animales se demostr6 que la diferenciacién a
células iTreg es otra de las posibles respuestas de las células CD4 naive a la
estimulacion en condiciones tolerogénicas. La administraciéon por via intravenosa
de OVA, pero no de OVA junto a LPS como adyuvante, en ratones transgénicos
DO.11.10/RAG2/- produjo la apariciéon en periferia de una poblacion de células
CD4+CD25+ detectable durante las semanas posteriores a la estimulaciéon. En
cultivo, estas células CD4+CD25+ generadas mediante la administracion
tolerogénica de OVA tenian una capacidad reducida de produccion de IL-2 en
respuesta a la reexposicion al antigeno, ademas de ser capaces de reducir la
produccién de IL-2 por parte de las células T convencionales en un proceso
independiente de la especificidad de su TCR (41). Trabajos posteriores
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demostraron que la presentaciéon antigénica por DC inmaduras en un contexto
tolerogénico puede inducir la generacion de iTreg in vivo, las cuales se
caracterizaban por expresar CD25, CTLA-4 y FoxP3, y ser capaces de inhibir en
cultivo la proliferacion de linfocitos T convencionales (42,43).

2.2.2, Células T reguladoras (Treg)

Las Treg fueron inicialmente identificadas como células T CD4+CD25+ (39,44),
aunque mas adelante se demostr6 que esta subpoblacion celular se caracterizaba
ademas por la expresion de FoxP3 (45,46), un factor de transcripcion
imprescindible para su desarrollo, ya que mutaciones que afectan a esta proteina
producen en humanos el sindrome de Inmunodeficiencia, Poliendocrinopatia,
Enteropatia ligado al X (IPEX), en el cual un desarrollo defectuoso de las células
T reguladoras da lugar a una clinica compleja que incluye maultiples
manifestaciones autoinmunes (47,48).

Al contrario de las células iTreg cuyo desarrollo se explica mas arriba, las células
nTreg se originan en el timo. Estas células se originan a partir de los timocitos
DP, aunque la mayor parte de las sefiales que favorecen su desarrollo como
células Treg parecen darse principalmente durante su etapa como timocitos CD4
SP, siendo seleccionadas preferiblemente de entre aquellas células que presentan
TCRs autorreactivos de alta afinidad (19,49). A pesar de las diferencias en su
origen y mecanismos de desarrollo, tanto nTreg como iTreg poseen la capacidad
de suprimir la activacion de otros linfocitos a través de mecanismos comunes a
ambas, y que se pueden agrupar en cuatro categorias: produccion de citocinas
antiinflamatorias, deplecion de IL-2, supresién mediante cit6lisis, y supresion
por modulacion de la respuesta de DC. A pesar de que estos mecanismos actian
de forma parcialmente solapada, la delecion o alteracion de uno solo de ellos suele
afectar de manera significativa a la actividad de las Treg (50).

El primero de los mecanismos de accién no dependiente de contacto es la
produccion de citocinas antiinflamatorias, las mas cominmente asociadas a la
accion inmunosupresora de las Treg son la IL-10, el TGFf y la IL-35. Aunque la
relevancia de cada una de ellas se ha discutido ampliamente, y su importancia en
el control de la respuesta inmune parece variar en funcion del contexto en el que
estas se produzcan. Su capacidad inhibidora independiente de contacto directo
parece no depender exclusivamente de la producciéon de citocinas, su alta
expresion de CD25, el cual forma parte de los receptores de baja y alta afinidad
de la IL-2, confiere a estas células una elevada capacidad para captar IL-2 que
tiene como consecuencia una reduccién de esta citocina en el medio. La

21



INTRODUCCION

disminucion de la disponibilidad de IL-2 en el medio que tiene como
consecuencia parece favorecer la apoptosis de las células T convencionales.
Mediante distintos cultivos se demostr6 que este proceso podria estar mediado
por Bim, ya que células T convencionales deficientes para esta proteina eran
resistentes a la muerte producida por la deprivacion in vitro de IL-2 por células
Treg (51).

Adicionalmente, mediante experimentos in vitro se ha demostrado que las Treg
humanas son capaces de producir mediante citotoxicidad la muerte de otras
células del sistema inmune de forma contacto dependiente. Mediante el uso de
inhibidores especificos se pudo confirmar que esta capacidad citolitica es en
ambos casos dependiente del efecto de perforina expresada por las Treg, pero
independiente de la sefializacion FasL-Fas. Sin embargo, el mecanismo exacto
por el cual este proceso se hace lleva a cabo y las células diana del mismo parecen
diferir entre las dos poblaciones principales de Treg. Tras su activacién in vitro,
las células iTreg expresan GranzB pero no GranzA, y son capaces de ejercer un
efecto citotoxico sobre células T previamente activadas, monocitos, y
especialmente sobre DC inmaduras diferenciadas ex vivo. En el caso de células
nTreg, tras su activacion estas expresaban GranzA pero no GranzB, y aunque al
igual que las iTreg son capaces de producir in vitro la cit6lisis de células T
convencionales activadas y de monocitos, el nimero de células necesarias para
alcanzar el mismo porcentaje de muerte celular en las células diana es mucho
menor (52). La interaccion dependiente de contacto de las Treg puede producir
ademas la modulacion de la respuesta de las DC mediante mecanismos que no
requieren su eliminacion mediante un efecto citotoxico. Mediante el uso de
células de raton se ha demostrado in vitro que la estimulacién mediada por
CTLA-4 en la superficie de las Treg al unirse a CD80 y CD86 expresado en DC
aumenta la expresion en estas ultimas de IDO, enzima limitante en el catabolismo
del triptéfano, y cuya accion tiene un efecto supresor sobre otras células del
sistema inmune. La interaccion Treg-DC mediada por CTLA-4 produce ademas
cambios en la capacidad coestimuladora de las células dendriticas sobre células
T convencionales, lo cual se relacion6 con una disminucién en la expresion de
CD80/CD86 previa en las DC (53,54). En experimentos posteriores se demostro
que la maduracién de DC podia ser inhibida de forma contacto-dependiente por
Tregs mediante la union de LAG-3, altamente expresado en su superficie, a
moléculas HLA de clase II en la superficie de células dendriticas. Este fenomeno
dependia de la senalizaciéon producida por HLA de clase II en DC, pero era
independiente de la sefializacion interna en Tregs por la unién de LAG-3, como
se demostré utilizando células T LAG-3-/- transfectadas con un retrovirus
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portador de un gen codificante para LAG-3 truncado que carecia del dominio
citoplasmatico encargado de la sefializacion (55).

2.2.3. Exhaustion

El término de exhaustion hace referencia a un estado disfuncional,
principalmente que afecta a las células T, y que se produce como consecuencia de
una estimulacion antigeno-especifica prolongada en el tiempo (56,57). Este
estado fue inicialmente descrito en un modelo de infecciéon por el virus de la
coriomeningitis linfocitica (LCMV) en ratones, en el cual la inoculaciéon de dos
variantes distintas del virus denominadas Armstrong y Clone 13, producen una
infeccion de curso agudo y crénico, respectivamente (58). Los ratones que sufrian
una infeccion aguda fueron capaces de eliminar el virus, tras lo cual sus
esplenocitos conservaron la capacidad citolitica y de produccién de IFN-y en
respuesta a la reexposicion a células infectadas por el LCMV. Por el contrario,
ratones con un curso cronico de la infeccion fueron incapaces de eliminar el virus,
y sus esplenocitos carecian de la capacidad de respuesta frente a células
infectadas por LCMV. La ausencia de este tipo de respuesta, caracteristica de
células CD8, era ademas acentuada por la ausencia de células CD4 (59,60).

Estudios posteriores describieron la expresion de PD-1, y de otros receptores
inhibidores entre los que se encuentran LAG-3, 2B4 o CD160, como marcadores
de superficie caracteristicos de células CD8 disfuncionales diferenciadas en un
contexto de estimulacién crénica (61,62). En pacientes infectados por VIH se
demostré que las células T especificas frente a antigenos del virus presentaban
una alta expresion de PD-1, y que estas presentaban una menor capacidad de
proliferaciéon. Se observo ademas que existia una correlacion positiva entre la
expresion de PD-1 en las células T y la carga viral. De forma adicional se demostré
que la incubacién in vitro de CMSPs procedentes de estos pacientes en presencia
de péptidos virales y en combinacion con anticuerpos bloqueantes de la
senalizacion de PD-1 era capaz de aumentar la proporcion de células CD8
antigeno especificas, asi como la produccion de IFN-y por parte de ellas (63,64).
A pesar de esto, los linfocitos T pueden expresar de forma transitoria receptores
inhibidores en distintos momentos tras la activaciéon antigeno-especifica, incluso
si esta se da en condiciones favorables para la generacion de una correcta
respuesta inmunitaria. La presencia de estos receptores no es exclusiva de un
estado de exhaustion, pero la sefializacion a través de ellos puede promover su
establecimiento y mantenimiento posterior (65,66).
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La sefalizacion por parte de ciertas citocinas solubles contribuye también al
desarrollo de un estado de exhaustion en las células T. En ratones con infecciéon
cronica por la variante Clone 13 de LCMV se observé un aumento de la expresion
esplénica de IL-10 en comparacion con los ratones infectados con la cepa
Armstrong. La delecidon genética de la IL-10 en el modelo de infecciéon crénica
incrementaba el nimero de células CD4 y CD8 especificas frente a antigenos del
virus, y estas mantenian ademas niveles de produccion de TNFa e IL-2 y actividad
citotoxica similares a los observados durante la infeccion aguda. En un estudio
posterior se demostré que el efecto de la IL-10 sobre la generacion de células con
un fenotipo disfuncional era independiente de la senalizacion mediada por el
receptor inhibir PD-1, sin embargo sus efectos eran sinérgicos, y el bloqueo
conjunto de ambas sefiales aumentaba significativamente el namero de células
antigeno especificas y su capacidad efectora (67,68). El TGFB también
contribuiria a este proceso, empleando el mismo modelo animal se observo que
ratones deficientes para la senalizacién mediada por esta citocina presentaban un
mayor numero de células T especificas frente al virus LMCV, lo permiti6 eliminar
la infeccion de manera mas precoz y efectiva (69).

A pesar de que inicialmente la investigacion sobre este estado de disfuncionalidad
se centrdé en las células CD8 por su papel en la eliminacion y control de
infecciones de origen virico, estudios posteriores confirmaron que este mismo
estado de “extenuaciéon” puede inducirse de forma anéloga en linfocitos CD4
sometidos a una estimulaciéon cronica antigeno-especifica (70,71). Multiples
estudios realizados durante los dltimos anos han contribuido a redefinir el
conjunto de las células T exhausted (Tex) como una poblacion fenotipica y
funcionalmente diferenciada de las células T efectoras o T de memoria. Se ha
demostrado que las células Tex se pueden diferenciarse por presentar una
combinacién tnica de caracteristicas: (a) una pérdida progresiva de funciones
efectoras y capacidad proliferativa, (b) alta expresion mantenida de maultiples
receptores inhibidores, (c) respuesta deficiente a la senalizacion mediada por IL-
7 e IL-15, y que es necesaria para el mantenimiento homeostatico de las células T
de memoria, (d) alteraciones del metabolismo, (e) patron de expresion de
factores de transcripcion propio y diferenciado del presente en células T efectoras
o de memoria, y (f) una regulacion epigenética distinta de las células T efectoras
y de memoria (72).

El estudio del estado de exhaustion tras su descripcion inicial fue llevado a cabo
principalmente en el contexto de infecciones viricas de caracter créonico tanto en
modelos animales como en humanos, sin embargo, la disfuncionalidad
caracteristica de las células Tex se puede encontrar en otras situaciones. Se
observo que uno de los mecanismos por los cuales distintos tipos de cancer son
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capaces de evadir el sistema inmune es la inducciéon de un estado de exhaustion
en las células que infiltran el tumor (tumor-infiltrating lymphocytes, TILs)
(73,74). Las células Tex en infecciones viricas crénicas y en el microambiente
tumoral comparten la mayor parte de las caracteristicas fenotipicas y funcionales,
estas ultimas también expresan de forma estable una gran variedad de
correceptores inhibidores y presentan una disminucion en su capacidad para
producir citocinas proinflamatorias como IL-2, TNFa o IFN-y. A pesar de ello las
células Tex en ambas situaciones muestran ciertas diferencias, por ejemplo, en el
patréon de expresion de sus correceptores inhibidores o en su perfil de factores de
transcripcion, lo que sugiere que el estado de exhaustion podria presentar cierta
plasticidad influencia por el microambiente (75).

Este mecanismo de tolerancia podria tener un papel importante en la prevencion
del dano tisular secundario a procesos inflamatorios, como se demuestra en un
estudio en el cual ratones WT tratados con un anticuerpo bloqueante anti-PD-L1
o ratones KO Pdcd17/-, pero no los correspondientes controles, morian como
consecuencia de dano tisular sistémico dias después de una infeccion por LCMV
administrado por via intravenosa (76).

2.3. Limitacion de las interacciones T-B

Como ya comentamos anteriormente, debido a la eficacia parcial de los
mecanismos de tolerancia central, hasta un 40% de los linfocitos B maduros que
abandonan la médula 6sea y se incorporan a la circulaciéon periférica pueden
llegar a reconocer antigenos propios. La activacion de estos linfocitos
autorreactivos en los centros germinales puede dar lugar a su diferenciaciéon en
células plasmaticas y a la produccion de autoanticuerpos, que podran participar
en la aparicion de enfermedades autoinmunes. Sin embargo, esta activaciéon
requiere no solo el reconocimiento del antigeno a través de su BCR, sino la
colaboraciéon mediante sefiales coestimuladoras de células T activadas
previamente también de forma antigeno especifica.

Si bien los mecanismos de tolerancia periférica expuestos hasta el momento
afectan principalmente a los linfocitos T, esto unido al hecho de que la tolerancia
central a los que estos estan sometidos tiene una mayor eficiencia en la
eliminacion clonal de células autorreactivas, supone un paso limitante en la
activacion de los linfocitos B en los o6rganos linfoides secundarios. De esta
manera, debido a la existencia de multiples mantienen la tolerancia T a diversos
niveles, la mayor parte de los clones B autorreactivos que consigan evadir los
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mecanismos de tolerancia central y que recirculen por los érganos linfoides
secundarios, careceran de los estimulos necesarios para su activacion.

FALLO DE LOS MECANISMOS DE TOLERANCIA Y AUTOINMUNIDAD

Las enfermedades autoinmunes comprenden mas de 80 patologias diferentes
que afectan a aproximadamente el 5-9% de la poblacion, y que tienen, por lo
general, una mayor prevalencia en mujeres que en hombres (77). Estas
enfermedades pueden afectar a la casi totalidad de los tejidos, y se clasifican
segun el tipo de afectacion que producen en enfermedades sistémicas, como el
lupus eritematoso (SLE), o la artritis reumatoide (RA), u o6rgano-especificas,
como la diabetes tipo I (T1D), o la enfermedad de Graves.

La principal causa del desarrollo y perpetuacion de estas enfermedades es la
presencia de defectos en la eliminacion y control de los linfocitos autorreactivos.
Existe un pequenio ntimero de entidades descritas en las que estos defectos estan
causados por mutaciones monogénicas, sin embargo, la mayor parte de las
enfermedades autoinmunes son trastornos complejos que requieren de la
combinacion de multiples factores genéticos y ambientales (78).

1. Enfermedades autoinmunes monogénicas

Este grupo comprende un pequeno ntimero de patologias raras, pero que han
resultados cruciales para entender algunos de los mecanismos implicados en la
tolerancia inmunologica, y como fallos puntuales en estos pueden contribuir a la
patogénesis de la autoinmunidad (779).

En este contexto, defectos en la regulacion del sistema inmune innato tienden a
producir sindromes autoinmunes de afectacion predominantemente sistémica.
Un claro ejemplo es el déficit de Ciq, esta enfermedad de herencia autosémica
recesiva se caracteriza por infecciones recurrentes por bacterias encapsuladas y
la aparici6on de manifestaciones autoinmunes similares al SLE en la mayor parte
de los pacientes (80). Se ha propuesto que defectos en C1q, que forma parte de la
via clasica del complemento, tendrian como consecuencia una eliminaci6on
inadecuada de material apoptético y una acumulacion de inmunocomplejos, lo
que favoreceria la disponibilidad de potenciales autoantigenos capaces de
generar respuestas autorreactivas (81).
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La alteracion del sistema inmune adaptativo suele dar lugar a la aparicién de
manifestaciones o6rgano especificas. Dos de las enfermedades mas
representativas de este grupo son el sindrome poliglandular autoinmune tipo 1
(APECED) y el sindrome de inmunodeficiencia, poliendocrinopatia y enteropatia
ligado a X (IPEX), en los cuales se ven afectadas principalmente la tolerancia
central y periférica, respectivamente. El APECED se caracterizada por multiples
manifestaciones autoinmunes organo-especificas, siendo las mas comunes el
hipoparatiroidismo, la insuficiencia adrenal, la diabetes tipo 1 o la tiroiditis,
aunque el espectro clinico de la enfermedad puede ser muy variable incluso en
hermanos portadores de la misma mutaciéon (82). Este sindrome de herencia
autosdmica recesiva esta causado por mutaciones en el gen AIRE (83), que regula
la expresion promiscua de antigenos restringidos a tejidos en las mTECs
presentes en el timo. Defectos en el factor de transcripcion codificado por este
gen que tienen como consecuencia un proceso de seleccion negativa de los
timocitos defectuoso, lo que da lugar a un aumento de la cantidad de linfocitos T
autorreactivos en circulacion. En el caso del sindrome IPEX los sintomas méas
caracteristicos son la diarrea, la diabetes tipo 1 y las manifestaciones cutaneas,
aunque también es comun la tiroiditis autoinmune (84). La causa de esta
enfermedad son defectos en el gen que codifica para el factor de transcripcion
FoxP3, marcador de las células Treg y necesario para que estas ejerzan su papel
inmunosupresor como parte de los mecanismos de tolerancia periférica (47,48).

2. Enfermedades autoinmunes de herencia no mendeliana

La existencia de enfermedades autoinmunes monogénicas demuestra que fallos
en uno solo de los mecanismos implicados en el mantenimiento de la tolerancia
es suficiente para desencadenar una respuesta autorreactiva frente a diferentes
antigenos propios. Sin embargo, las enfermedades autoinmunes maés frecuentes
no pueden explicarse por mutaciones en un unico gen, y se considera que su
patogenia se debe a una combinacion de factores genéticos y ambientales que
afectarian a distintos mecanismos implicados en el mantenimiento de la
tolerancia, dando lugar a un proceso acumulativo que tendria como ultima
consecuencia la aparicion de la autoinmunidad (85,86).

Los estudios de concordancia en gemelos idénticos (87), de segregaciéon familiar,
y los mas recientes estudios de GWAS han demostrado que el factor que mas
contribuye a la etiologia de las enfermedades autoinmunes es el genético (88).
Sin embargo, el hecho de que maultiples polimorfismos puedan asociarse a
distintas enfermedades autoinmunes, y que estas tienden a coexistir dentro de
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nicleos familiares més frecuentemente de lo esperado por la prevalencia
individual de cada una de ellas en la poblacion general, indicaria que existen
mecanismos patogénicos comunes entre distintas enfermedades autoinmunes

(89,90).

Se han identificado cientos de loci de riesgo implicados en la patogenia de estas
enfermedades, y en su mayoria los polimorfismos descritos afectan a la expresion
de genes relacionados con el sistema inmune. La asociacion mas clara es la de los
genes HLA, pudiendo atribuirse a algunos de sus haplotipos hasta un 50% de la
heredabilidad de las enfermedades autoinmunes, como es el caso del haplotipo
8.1 (HLA-BS8, DR3, DQ2), que se asocia a diabetes tipo 1, celiaquia, SLE y
enfermedad de Graves. Otros genes cominmente asociados a diversas patologias
son PTPN22, CTLA4, IL23R y TYK2. Se considera que los polimorfismos
asociados a las enfermedades autoinmunes podrian actuar a distintos niveles, por
ejemplo, disminuyendo la eficacia de los procesos de seleccion negativa a
determinados antigenos o alterando los umbrales de respuesta de los linfocitos a
distintas vias de sefializacién. Sin embargo, debido a que el riesgo asociado a la
mayoria de las variantes conocidas es muy reducido, es dificil saber con exactitud
como contribuye cada una de ellas a la pérdida de tolerancia frente a antigenos
propios.

Entre los factores ambientales que se sospecha pueden intervenir en la patogenia
de las enfermedades autoinmunes, el més estudiado es la infeccién por distintos
microorganismos. En muy pocos casos se ha podido demostrar la relacion de
causalidad entre una determinada infeccion y la aparicion de una patologia
autoinmune, como es el caso de las infecciones por Streptococcus pyogenes y la
fiebre reumaética. Distintas infecciones se han asociado con la aparicién de
determinadas enfermedades autoinmunes, como las infecciones viricas cronicas
por CMV y la diabetes de tipo 1, o las infecciones por EBV y el lupus eritematoso
sistémico (SLE), la artritis reumatoide (AR) o la esclerosis multiple (MS). Aunque
en la mayoria de estos casos no se podido establecer una relacién directa en
humanos, y las pruebas empiricas obtenidas hasta la fecha provienen de modelos
animales. La infecciones causadas por estos patégenos podrian contribuir a la
aparicién de respuestas autorreactivas mediante distintos mecanismos. Entre
estos se encuentran el mimetismo molecular, mediante el cual linfocitos
activados de forma especifica frente al patdégeno presentan reactividad cruzada
con antigenos propios; el epitope spreading, proceso en el que el dafio tisular
producido directa o indirectamente por la infeccion liberaria antigenos propios
que podrian ser captados y presentados por APCs; o la bystander activation, en
el que el microambiente proinflamatorio produciria una activacion inespecifica
de células autorreactivas (91,92). Adicionalmente se ha descrito una posible
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asociacion entre determinadas alteraciones de la microbiota normal con la
aparicion de ciertas enfermedades como la colitis ulcerosa, la enfermedad de
Crohn o la diabetes de tipo 1 (93). En relacién con este hecho se enunci6 la
hipotesis de la higiene, segin la cual una reduccién en la exposicion a agentes
infecciosos unida a la mejora en la calidad de vida favoreceria los procesos de
disbiosis asociados a determinadas enfermedades autoinmunes, lo que explicaria
el aumento de su incidencia en los paises occidentales (94). Otros factores
ambientales se han relacionado con un aumento de la incidencia de algunas
enfermedades autoinmunes, como el consumo de tabaco y el desarrollo de LES o
AR, o la exposicion ala luz UV con el LES o la AR (95).

La incidencia de la mayor parte de las enfermedades autoinmunes presenta
ademas un claro dimorfismo sexual (96). El efecto de las hormonas sexuales
sobre el sistema inmune seria uno de los factores principales. Se sabe que los
estrégenos tienen la capacidad de modificar la expresion de diversas proteinas
del sistema inmune como citocinas inflamatorias, moléculas implicadas en la
sefializacion de los TLRs, o incluso el factor de transcripcion AIRE, reduciendo
su expresion en el epitelio timico. Esta hipotesis esta apoyada por diversos
estudios en los cuales se ha observado que las diferencias entre sexos en la
incidencia de determinadas enfermedades autoinmunes como la MS o el SLE
aparecen tras la pubertad, pero son muchos menores o no existen antes de esta
etapa del desarrollo (97,98). El efecto directo de la carga genética presente en el
cromosoma X podria ser otro factor determinante. Este efecto podria explicarse
por defectos en la inactivacion del segundo cromosoma X en las mujeres o la
pérdida de mosaicismo posterior, lo que podria tener como consecuencia cambios
en la expresion de genes codificados en esta region y relacionados con el sistema
inmune como aquellos que codifican para el TLR7, BTK, CD40L, o el factor de
transcripciéon FoxP3.

ETIOPATOGENIA EN LA ENFERMEDAD DE GRAVES (EG)

1. Etiologia de la enfermedad de Graves (EG)

La enfermedad de Graves presenta de forma general los principales componentes
etiologicos antes expuestos para el conjunto de las enfermedades autoinmunes
(99). La combinacion de factores ambientales y genéticos contribuye a una
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pérdida de tolerancia frente a antigenos propios que da lugar a la aparicion de
esta enfermedad.

En el caso particular de esta patologia algunos de los factores ambientales
relacionados con ella hasta la fecha son el tabaco, el estrés, la ingesta de yodo en
la dieta, o el uso de ciertos farmacos como la amiodarona o el IFNa (100-103).
Sin embargo, uno de las factores ambientales mas estudiados es la infeccion por
distintos patégenos como desencadenante de la enfermedad (104). Un estudio
poblacional realizado en Reino Unido observo una tendencia a la estacionalidad
en el diagnostico y la aparicion de los primeros sintomas en pacientes con la EG,
lo que podria apoyar la hipétesis de la contribucion de determinadas infecciones
como desencadenantes (105). Las patégenos que se han relacionado con la
aparicion de la EG son la Yernsinia enterolitica, el Helicobacter pylori, el
Coxsackie B, o el virus de la hepatitis C (VHC). Como ya se comento
anteriormente para el resto de las enfermedades autoinmunes, los principales
mecanismos por los cuales se piensa que estas infecciones pueden llegar a
desencadenar la EG son el mimetismo molecular y la bystander activation,
aunque no se ha podido demostrar para ninguna de ellas.

Mediante el estudio de la incidencia de la EG en hermanos gemelos de un cohorte
danés se ha calculado que en el caso de esta patologia el componente genético es
responsable de aproximadamente el 80% de la heredabilidad, mientras que solo
el 20% depende de los factores ambientales antes citados (106). La principal
region génica asociada a la susceptibilidad a esta enfermedad es la
correspondiente a los genes MHC, siendo el alelo HLA-DR3 el que otorga un
mayor riesgo, presentando un odds ratio de 4 (107). El mecanismo por el que un
determinado alelo predispone a la aparicion de alguna enfermedad autoinmune
parece estar relacionado con la secuencia de aminoacidos que codifica para el
surco encargado de alojar el péptido que va a ser presentado a las células T
durante una respuesta inmune. Cambios especificos en determinados
aminoacidos favorecerian una mejor presentacion de autoantigenos concretos,
aumentando la activacion periférica de células autorreactivas. Existen otros
genes que participan directamente en vias de senalizacion implicadas en la
activacion de los linfocitos, como los que codifican para CD40, CTLA-4 o la
fosfatasa LYP (lymphoid tyrosine phosphatase), y que se han asociado a la
apariciéon de la EG (108-110). Los polimorfismos de riesgo también favorecerian
la activacion de los linfocitos autorreactivos, bien por una disminucion de su
umbral de activacion, o por una inhibicién deficiente de esta tras la presentacion
antigénica. Otro grupo de genes asociados a la EG son aquellos especificos del
tiroides, que incluye los genes codificantes para el TSH-R y la tiroglobulina. De
ellos dos, el gen de la TSHR es el que determina una mayor susceptibilidad a la
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enfermedad, la cual depende principalmente de la presencia del alelo de riesgo
rs179247 localizado en el intrén 1 (111). Aunque el mecanismo mediante el cual
este polimorfismo confiere una mayor susceptibilidad a la EG se desconoce,
existen dos hipoétesis al respecto. Se ha demostrado que la presencia del SNP de
riesgo determina una menor expresion de TSHR en el timo, pero no en el tiroides,
por lo que podria disminuir el proceso de tolerancia central frente al receptor de
la TSH, favoreciendo asi el desarrollo de la EG. La segunda teoria propone que la
presencia de este alelo incrementaria la transcripcion de las isoformas solubles
ST4y ST5 de la proteina. Estas isoformas tendrian una capacidad inmunogénica
superior a la proteina completa, lo que incrementaria la activacion de células
autorreactivas, disminuyendo la eficacia de los mecanismos de tolerancia
periférica (112,113).

Ademas de los citados hasta el momento, existen distintos genes asociados a la
EG cuya contribucién a la susceptibilidad genética es bastante menor, como es el
caso de los polimorfismos presentes en los genes que codifican para PD-L1 (OR
= 1,46-2,79, segln la poblacion), y para su receptor, PD-1 (OR = 1,14) (114—116).

Como ya hemos comentado, las enfermedades autoinmunes son entidades
complejas, en las que se desconoce en la mayor parte de las ocasiones el agente
desencadenante y como los distintos polimorfismos afectan a los mecanismos de
tolerancia implicados. En el caso concreto de las EAT, estudios recientes sugieren
un papel destacado del eje de senalizacién formado por PD-1y por sus ligandos
en la etiopatogenia de estas enfermedades.

2. PD-L1/PD-1: relacién con manifestaciones autoinmunes en el tiroides
2.1. Descubrimiento y caracteristicas generales

La expresion del mRNA de PD-1 se describi6 inicialmente en lineas celulares de
origen linfoide y en timocitos de raton asociada a la induccién de muerte celular
programada producida como consecuencia de la estimulacién in vitro (117).
Experimentos posteriores demostraron que dicho mRNA codificaba para un
receptor de superficie perteneciente a la familia del CD28. Su estructura estaba
compuesta por un dominio extracelular perteneciente a la superfamilia de las
inmunoglobulinas, una regién transmembrana, y una cola citoplasmatica que
contiene un dominio inhibitorio ITIM (immunoreceptor tyrosine-based
inhibitory motif) y un dominio ITSM (immunereceptor tyrosine-based switch
motif), y que este se expresaba principalmente en la superficie de linfocitos By T
de tras su activacion, siendo su expresion minima en ausencia de estimulacion.
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Mediante el uso de cepas de raton deficientes para PD-1 se confirm6 el papel
supresor de la respuesta inmune de esta molécula, presumiblemente dependiente
de los motivos ITIM e ITSM presentes en su region citoplasmatica. La delecion
de PD-1 producia la infiltracién de linfocitos con fenotipo de memoria en los
tejidos, y la aparicion de diversas manifestaciones autoinmunes. El déficit de PD-
1 no afectaba al proceso de seleccion negativa en el timo, lo que indicaba que su
funciéon inmunomoduladora se producia preferentemente en periferia (118,119).

Los ligandos naturales para PD-1 descritos hasta el momento son PD-L1y PD-L2,
ambos pertenecientes a la familia de ligandos B7 y denominados también B7-H1
y B7-DC, respectivamente. Debido a su homologia con los ligandos CD80 (B7-1)
y CD86 (B7-2) el estudio de la expresion de PD-L1, primer ligando de PD-1
descubierto, se realiz6 inicialmente en monocitos y células dendriticas humanas.
PD-L1 no se expresaba en ninguna de estas subpoblaciones celulares en ausencia
de estimulacion, sin embargo, esta era inducida tras el tratamiento con IFN-y. Se
observo ademas que la uniéon de PD-L1 a su receptor en la superficie de células T
era capaz de inhibir la proliferacion y la produccién de citocinas mediada por la
estimulacion in vitro con anticuerpos anti-CD3, confirmando asi el papel
inhibidor de PD-1 en la sefializacién mediada por TCR en linfocitos T (120). De
forma similar, PD-L2 se expresaba en monocitos estimulados con IFN-y, y la
sefializacion mediada por su union inhibia la proliferacion y la produccién de
citocinas en linfocitos T previamente estimulados. La unién de cualquiera de sus
ligandos a PD-1 produce la fosforilaciéon de su dominio ITSM, que a su vez recluta
y activa a las fosfatasas SHP-1 y SHP-2, cuyo accién produce la inhibiciéon de la
sefializacion iniciada por el complejo del TCR (121-123). En tejidos periféricos la
mayor expresion de ambos ligandos se observo en 6rganos linfoides como el timo,
el bazo o ganglios linfaticos, aunque también se detectaron niveles menores de
expresion en otros drganos no linfoides como rifién, pancreas, higado o corazoén.

2.2. Inmunoterapia bloqueadora de la via PD-1/PD-L1

Inicialmente PD-1 se asoci6 a las etapas tempranas de la activacion tras la
estimulacion via TCR en linfocitos T, pero como ya se coment6 anteriormente, en
afos posteriores una alta expresion mantenida de este receptor también se asocid
en células CD4 y CD8 a un estado “exhaustion”, que se caracteriza por una
reduccion de sus funciones efectoras y de su capacidad proliferativa. Ya el trabajo
de Latchman et al., en el que describieron por primera vez PD-L2, sugeria un
posible papel de esta via de senalizacion en la inmunidad tumoral al detectar la
expresion de ambos ligandos de PD-1 en distintas lineas tumorales (121). Sin
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embargo, no fue hasta unos afnos después cuando su estudio adquiri6 gran
relevancia tras observarse que las poblaciones de linfocitos T que infiltraban
multitud de tumores, y cuyo fenotipo coincidia con el estado de “extenuaciéon”
descrito previamente, solian presentar una alta expresion de PD-1 (124,125).
Muchos de estos tumores destacan por la expresion de los ligandos de PD-1,
principalmente PD-Li1, no solo por los macrofagos o células dendriticas
infiltrantes, sino por las propias células tumorales, lo que sugeria que podia
tratarse de un mecanismo de evasion del sistema inmune en algunas neoplasias
(126,127). Estos hallazgos, junto a los trabajos que demostraron la reversibilidad
del estado de “exhaustion” en células T (63), llevaron a evaluar la viabilidad del
uso de PD-1 y sus ligandos, PD-L1 y PD-L2, como dianas terapéuticas para
promover la respuesta inmune antitumoral (128).

La actuacién farmacologica sobre receptores moduladores del sistema inmune en
cancer no resultaba un concepto nuevo, ya que anteriormente se habia aprobado
el uso de anticuerpos anti-CTLA-4 para aumentar la respuesta inmune frente a
algunos tumores como el melanoma (129). Sin embargo, el uso de anticuerpos
anti-PD-1 y anti-PD-L1 supuso uno de los mayores avances en el campo de la
inmunoterapia contra el cAncer en los afios siguientes debido a su mayor eficacia
y menor incidencia de efectos adversos (130). Estos farmacos inhiben en los
linfocitos T infiltrantes del tumor la sefializacion mediada por PD-1, revirtiendo
el estado de “extenuacion” y reactivando la respuesta del sistema inmune frente
a las células tumorales (131,132). Debido a su mecanismo de accion la efectividad
de los anticuerpos bloqueantes anti-PD-1 y anti-PD-L1 dependen en gran medida
de la presencia previa de infiltrados linfoides en el tumor (133).

Estas terapias han aumentado notablemente las tasas de supervivencia y de
curacion en distintos tipos de neoplasias como el cancer de pulméon o el
melanoma (134). Sin embargo, numerosos estudios han asociado el uso de estos
anticuerpos a episodios de inflamacion y a la aparicibn de distintas
manifestaciones autoinmunes denominadas IRAEs (immuno-related adverse
events), siendo la tiroiditis autoinmune una de las mas comunes tras el
tratamiento con anticuerpos anti-PD-1 o anti-PD-L1. La incidencia de esta varia
en funcion de la serie y del farmaco empleado, pudiendo presentarse en un 7-15%
de los pacientes (135—137). Las alteraciones del tiroides suelen presentarse
durante los primeros 60 dias desde el inicio del tratamiento. La mayor parte de
los pacientes debutan con un cuadro de hipotiroidismo, aunque en algunos casos
los pueden sufrir un periodo inicial de hipertiroidismo autolimitado que no suele
requerir tratamiento, y que evoluciona rapidamente hasta un estado de
hipotiroidismo. Es necesario destacar que, en ausencia de tiroiditis subclinica o
de enfermedad autoinmune del tiroides, la presencia al inicio del tratamiento de
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autoanticuerpos frente a antigenos tiroideos en el suero de estos pacientes
predispone a sufrir esta clase de alteraciones tiroideas secundarias (138,139).
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HIPOTESIS

La enfermedad de Graves se caracterizada, ademas de por la generacion de
anticuerpos contra el TSH-R y otros antigenos tiroideos, por una infiltracion
progresiva de células del sistema inmune. Este proceso genera un microambiente
proinflamatorio caracterizado por una firma de IFNs de tipo I y tipo II (11), a
pesar de cual la enfermedad presenta una progresiéon lenta y una minima
destruccion del parénquima del tiroides. Al igual que en otras enfermedades
autoinmunes, la destruccion del tejido diana es inferior a lo que esperable como
consecuencia de una respuesta inmune plenamente funcional, lo que apunta a
una atenuaciéon de la misma mediante la intervenciéon de distintos mecanismos
de tolerancia periférica.

La alta incidencia de tiroiditis autoinmune secundaria a la inmunoterapia anti-
PD-1y anti-PD-L1 en cancer (135—137), la presencia de un microambiente rico en
inductores de su expresion como los IFNs, y la asociacion de determinados SNP
en sus correspondientes genes a la susceptibilidad a la enfermedad de Graves
(114—116), sugieren que el eje de sefnializacion formado por ambas podria tener un
papel particularmente relevante en el control de las AITD. En este contexto
podria participar en el control del dafio tisular de una forma anéloga a lo ya
descrito en infecciones cronicas al modular la magnitud de la respuesta inmune

(76).

Se postula por tanto que los correceptores del TCR en general y el eje PD-1/PD-
L1 en particular, juegan un papel clave en el mantenimiento de la tolerancia a los
tirocitos y que en la autoinmunidad tiroidea se produce una induccion
insuficiente para frenar la respuesta autoinmune contra los antigenos tiroideos.

OBJETIVOS GENERALES

Determinar el papel del eje PD-1/PD-L1 en la patogenia de las enfermedades
autoinmunes tiroideas como paradigma de los correceptores posiblemente
implicados en autoinmunidad.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar la expresion de PD-1 en los linfocitos T circulantes e intratiroideos
de pacientes afectos de EG, asi como en sus correspondientes controles.

2. Determinar el nivel de expresion de PD-L1 y PD-L2 en los tirocitos de
glandulas afectas de tiroidopatias autoinmunes y en los correspondientes
controles.

3. Relacionar la expresion de PD-1y PD-L1 con la presencia y extension de los
infiltrados linfociticos y los niveles de citocinas en glandulas afectas de
tiroidopatias autoinmunes y en los correspondientes controles.
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4. Determinar si el IFN-y puede inducir la expresion de PD-L1 y PD-L2 en
tirocitos, su cinética y comparacion con la inducciéon de HLA clase I1.

5. Generar un sistema de cocultivo que permita valorar los efectos de la
interaccion de los ligandos de correceptores expresados en los tirocitos sobre
linfocitos T en un sistema aut6logo que emule la interaccion en las glandulas
afectas de enfermedad de Graves.

6. Identificar otros ejes de correceptor/ligando posiblemente implicados en las
enfermedades autoinmunes tiroideas explotando la base de datos de
expresion génica de libre acceso GTEX y herramientas bioinformaticas.
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PACIENTES

En el presente estudio se utilizaron muestras de tejido tiroideo obtenidas de
pacientes que, bien por indicacion por su patologia de base o por su colaboracion
en el estudio mediante el programa de donacion de 6rganos, se hayan sometido a
una tiroidectomia total o parcial. Las muestras de tejido fresco de pacientes con
EAT o BMN fueron recogidas en colaboracion con los servicios de Cirugia
Endocrina y Endocrinologia del Hospital Universitario Vall d’'Hebron y el
Hospital Universitario de Bellvitge; las muestras control obtenidas de donantes
de 6rganos fueron obtenidas en colaboraciéon con la unidad de Coordinacién de
Trasplantes y el servicio de Cirugia Toracica del Hospital Universitario Vall
d’'Hebron; ademaés, bloques de tejido tiroideo criopreservado de controles y
pacientes con EAT fueron cedidos por Biobanco del Instituto de Investigaciéon en
Ciencias de la salud Germans Trias i Pujol (IGTP). Este proyecto ha sido aprobado
por los comités éticos de los hospitales implicados, y todos los pacientes o sus
familiares, segtin correspondiese, fueron debidamente informados y firmaron su
consentimiento antes de la donacién de tejido tiroideo u otro tipo de muestras
biologicas (Referencia CEIC PR(AG)77/2018).

Durante la realizacion del proyecto se utilizaron distintos grupos de muestras
segun su disponibilidad y el disefio experimental planificado para cada objetivo
concreto, la composicion, origen, y caracteristicas particulares de cada grupo de
muestras se definen mas adelante en los apartados correspondientes.

1. Enfermedades autoinmunitarias del tiroides (EAT)

Este grupo esta en su mayor parte formado por muestras obtenidas de pacientes
con enfermedad de Graves-Basedow (EGB), esto se debe principalmente a dos
razones ya comentadas anteriormente, primero el especial interés que suscita la
existencia de los anticuerpos receptor de la tirotropina (anti-TSH-R) cuyo efecto
emula el de la propia tirotropina (TSH), y la segunda, la disponibilidad de tejido
humano fresco debido a que el tratamiento quirtrgico mediante tiroidectomia
total es la eleccion en un porcentaje de los pacientes en los que fracasa la terapia
farmacologica. En el caso de los pacientes con tiroiditis de Hashimoto (HT), si
bien es cierto que la tiroidectomia parcial o total no estd indicada como
tratamiento de esta patologia per se, este procedimiento puede llegar a realizarse
en algunos pacientes en los que la deglucion o la respiracion se ven
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comprometidas por el desarrollo de bocios de gran tamafo, con o sin aparicion
de nodulos concomitantes. Es por ello, que un pequeno ntmero de estos
pacientes han sido incluidos en algunas partes del presente proyecto. Las
glandulas recuperadas tras la cirugia eran trasladadas al servicio de Anatomia
Patologica, donde el facultativo especialista correspondiente revisaba el tejido y
seleccionaba el fragmento destinado para su uso en este proyecto.

Todos los pacientes con EAT incluidos en este estudio fueron diagnosticados por
los servicios de Endocrinologia del hospital correspondiente, siendo excluidos
todos aquellos pacientes con serologias positivas para el virus de la
inmunodeficiencia humana adquirida (VHI) y el virus de la hepatitis C (VHC). De
forma adicional, fueron descartadas todas aquellas muestras que, tras el estudio
anatomopatoldgico, presentasen indicios de malignidad.

2. Controles

En el caso del estudio del tiroides, no existe ninguna intervencion o
procedimiento cuya realizacion permita la obtencion de tejido fresco procedente
de pacientes sin patologias que afecten a esta glandula, y practicamente
cualquiera de estos procesos induce cierto grado de tiroiditis, histolégicamente
similar a la tiroiditis focal, también de origen autoinmune. Es por ello que la
disponibilidad de controles para esta clase de estudios es muy limitada.

Durante la realizacion de este proyecto se han utilizado dos fuentes diferentes de
tejido como control. Durante las primeras fases experimentales, se obtuvieron
muestras de tejido tiroideo de pacientes con bocios multinodulares (BMN), en
estos casos la tiroidectomia parcial o total est4 indicada en los casos en los que
las vias respiratorias quedan comprometidas por un crecimiento excesivo de la
glandula, o bien la combinaciéon del examen radiolégico e histologico de las
lesiones determinan la existencia de malignidad. Como controles se utilizaron
muestras en las que el estudio previo de las lesiones mas caracteristicas mediante
PAAF descarto la presencia de indicios de malignidad. La glandula recuperada
tras la intervencién fue revisada por el facultativo especialista correspondiente
del servicio de Anatomia Patolégica, quien seleccion6 en los casos en los que fuese
posible, tejido macroscopicamente normal de zonas adyacentes a las lesiones.

En una segunda fase del proyecto, y en colaboracion con la unidad de
Coordinacion de Trasplantes y el servicio de Cirugia Toracica, se sustituyo el uso
de muestras de pacientes con BMN por muestras de tiroides obtenidas de
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donantes de 6rganos. En estos casos la historia clinica era revisada para excluir
previamente cualquier posible donante que presentase algtin tipo de patologia
tiroidea previa.

Tanto en el caso de los pacientes con BMN, como en el caso de los tiroides
obtenidos de donantes de 6rganos, se comprobé la ausencia de anticuerpos anti-
tiroperoxidasa (anti-TPO) y anti-tiroglobulina (anti-TG), principales
autoanticuerpos presentes en pacientes con alguna forma de EAT, excluyendo asi
individuos que pudiesen padecer algin tipo de respuesta autoinmune subclinica
frente al tejido tiroideo.

MUESTRAS

1. Tejido tiroideo

Las muestras se transportaban al laboratorio en un contenedor cerrado estéril
con solucidn salina de Hank (HBSS) en el interior de una caja termoaislante con
hielo. Durante el intervalo de tiempo entre la tiroidectomia y el inicio del
procesamiento de las muestras se conservaron en todo momento a 4°C, con el
objetivo de evitar la degradacion del tejido este periodo de tiempo nunca superd
las 2 horas. El tejido obtenido se divide en dos fragmentos, el primero se congela
para su utilizacion en estudios histolégicos, y el segundo se somete a digestion
enzimaética, obteniendo una suspension celular para cultivos primarios.

1.1. Criopreservaciéon

Se prepara un vaso de precipitados con 5-10mL de isopentano, este se sumerge a
su vez en un recipiente metalico al que se afiade una mezcla de acetona y hielo
hasta igualar el nivel del isopentano. Mientras la temperatura entre la mezcla de
hielo seco/acetona e isopentano se iguala, el tejido se corta en fragmentos cubicos
de aproximadamente 5mm de lado, estos son introducidos separadamente en el
isopentano. Pasado medio minuto los fragmentos ya congelados son colocados
sobre papel de aluminio dentro de un recipiente con hielo seco, donde se
mantendran durante al menos 20 minutos, esto permitira la evaporacion del
isopentano restante que impregna cada fragmento, el cual podria dificultar la
posterior inclusion en OCT para su corte en criostato. Los fragmentos son
introducidos en criotubos, rotulados y conservados a -80°C.
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1.2. Digestion enzimatica

El objetivo es la obtencién de una suspension celular formada mayoritariamente
por CFTs, que podra ser utilizada mas adelante para realizar cultivos primarios o
analisis mediante citometria de flujo. Para ello se utiliza una solucion de
Colagenasa IV, enzima proteolitica que actuara principalmente sobre la matriz
extracelular del tejido, y ADNsa I, cuya actividad eliminara el ADN que en
ocasiones se libera como consecuencia del dafio celular, y que aumenta la
viscosidad del medio afectando negativamente al rendimiento de la digestion y a
la viabilidad de las células obtenidas. Para evitar la contaminacion de las
muestras todo el proceso es llevado a cabo en una campana de flujo laminar, y
solo se utilizan materiales y reactivos estériles.

Se preparan 20mL medio de digestion con Colagenasa IV a una concentracion de
3mg/mLy ADNsa I a una concentraciéon de 0,1mg/mL en HBSS, esta solucién se
precalienta a 37°C en un bafno termostatado de agua hasta el momento de su uso.
Sobre una placa de Petri, y utilizando pinzas y tijeras quiruargicas, se eliminan los
restos de tejido conjuntivo denso que forman la cipsula del tiroides, la muestra
es entonces cortada en fragmentos de 2-3mm de lado, el tejido debe de estar
durante el proceso impregnado de una pequefia cantidad de HBBS para evitar
que se seque y disminuya la viabilidad de las células. Los fragmentos se traspasan
a un tubo estéril de 15mL al que se anaden 10mL de HBSS, el contenido se agita
manualmente durante 1 minuto y se dejan sedimentar los fragmentos durante
unos segundos para retirar el sobrenadante, este lavado se realiza un total de 3
veces, y sirve principalmente para eliminar el suero sanguineo, cuyos inhibidores
de proteasas pueden actuar sobre la colagenasa impidiendo su actividad. Tras el
tercer lavado los fragmentos de tejido se resuspenden en el medio de digestion, y
se traspasan a un Erlenmeyer de 50mL con una barra magnética. El Erlenmeyer
se introduce en el bafio de agua sobre un agitador magnético sumergible, y la
digestion se realiza a 37°Cy 200rpm hasta la dispersion completa del tejido, o un
méaximo de 2 horas para evitar un daio excesivo a las células obtenidas. Los restos
de tejido no digeridos son eliminados al pasar la muestra a través de una malla
con poros de 500um de didmetro, la suspension celular resultante se centrifuga
a 1000rpm durante 5 minutos. Si el boton celular obtenido presenta un color rojo
intenso que indica la presencia de abundantes hematies se realiza un paso de lisis
de eritrocitos, para ello se disgrega el boton y se incuba a 37°C durante 10
minutos en medio de lisis ACK, tras lo que se realizan al menos dos lavados con
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RPMI + 10% SBF para eliminarlo. La suspension resultante se centrifuga de
nuevo a 1000rpm durante 5 minutos, el bot6on celular se resuspende de nuevo en
5-1omL de RPMI + 10% SBF, y mediante una camara Neubauer y azul de tripan
se calcula el ntimero de células obtenidas y su viabilidad, descartadndose aquellas
muestras en las que esta sea inferior al 90%.

La composicion de esta suspension celular dependera principalmente del tipo de
tejido empleado, las muestras control estaran formadas principalmente por
CFTs, mientras que los tejidos obtenidos de pacientes con EAT presentaran
grados variables de tiroiditis, y por tanto la suspension celular puede contener
gran cantidad de leucocitos infiltrantes, en algunos casos representando mas del
50% de las células viables obtenidas. Cabe destacar que la Colagenasa IV es
especialmente efectiva en la digestion de la matriz extracelular, pero no en la
disociacion de las uniones célula-célula entre CFTs, por lo que la mayor parte de
estos no se liberan como células individuales, sino formando parte de fragmentos
de foliculos tiroideos de tamaio variable, que pueden estar formados desde unas
pocas a varios cientos de células.

2. Leucocitos

Para los experimentos de cultivo celular y de estudio mediante citometria de flujo
se aislan leucocitos de dos fuentes distintas: sangre periférica y células del
sistema inmune que infiltran los tiroides de algunos pacientes. La obtencion y
posteriores cultivos celulares se realizan siempre en campana de flujo laminar y
bajo condiciones de esterilidad.

2.1. Células mononucleares de sangre periférica (CMSPs)

Obtenidos tanto de controles como de pacientes con EAT a partir de 5-10mL
sangre total conservada en heparina sédica como anticoagulante, tras la
extraccion de sangre la muestra se conservaba a temperatura ambiente y se
procesaba en un tiempo inferior a 4 horas. Los CMSPs son aislados mediante
centrifugacion en gradiente de densidad utilizando Lymphoprep® (Alere
Technologies AS, Oslo, Noruega) segin las indicaciones del fabricante, para ello
la sangre se diluye en proporcion 1:2 con suero fisiolégico y se traspasa a un tubo
conico de 15mL al que previamente se han afiadido 3mL de Lymphoprep®, la
muestras se centrifuga a 2000rpm durante 20 minutos haciendo que el contenido
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del tubo se distribuya en varias fases diferenciadas en funciéon de su densidad.
Los CMSPs se obtienen entonces del anillo formado entre la fase superior
compuesta por el suero sanguineo y la intermedia formada por el Lymphoprep®.
Se realizan dos lavados a las células obtenidas utilizando RPMI + 10% SBF y
centrifugando la muestra a 1500rpm durante 5 minutos, tras lo que el boton
celular obtenido se resuspende de nuevo en 5mL de RPMI + 10% SBF. El nimero
de células y su viabilidad se calculan mediante el uso de una cAmara Neubauer y
azul de tripan como colorante vital, descartandose aquellas muestras en las que
esta sea inferior al 90%.

Los pacientes con EAT presentan en su mayoria grados variables de tiroiditis,
esto permite que durante el proceso de digestion enzimatica del tejido se puedan
extraer las células del sistema inmune que infiltran estas glandulas. En funcion
de la cantidad de tejido procesado y de su grado de infiltracién es posible obtener
un numero suficiente de leucocitos infiltrantes para realizar experimentos de
cultivo y anélisis mediante citometria de flujo sin necesidad de ser expandidos
previamente in vitro, conservando asi lo maximo posible las caracteristicas
fenotipicas que presentaban in vivo. En presencia de tiroiditis la mayor parte de
las células del sistema inmune que infiltran el tiroides son linfocitos, es por ello
que a estas muestras se les denomina desde este momento Linfocitos infiltrantes
del tiroides (LITs), que pueden ser de dos tipos en funciéon de la etapa de la
digestion enzimatica del tejido tiroideo en la que se obtengan:

2.2, Linfocitos infiltrantes del tiroides obtenidos mediante disgregaciéon
mecanica (mLITs)

Estas células se obtienen durante el protocolo de digestion de tejido explicado
anteriormente, concretamente durante la fase de disgregacion mecanica del
mismo. Durante los 3 lavados con HBSS que se realizan al tejido una vez cortado
en fragmentos de 2-3mm de lado, se liberan aquellos leucocitos infiltrantes mas
superficiales y que menos fuertemente estan unidos a la matriz extracelular o a
otras células del tejido. El sobrenadante obtenido de estos lavados se centrifuga,
y el botdon celular obtenido se resuspende en 10mL de suero fisiolégico, de esta
suspension se aislan las células mononucleares mediante centrifugacion en
gradiente de densidad siguiendo el mismo protocolo empleado para la obtencién
de CMSPs. Las células obtenidas mediante este procedimiento se denominan
mLITs.
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2.3. Linfocitos infiltrantes de tiroides obtenidos mediante digestion
enzimatica (eLITs)

Los lavados de la muestra mediante HBSS tras la disgregaciéon mecanica no son
suficientes para extraer la totalidad de leucocitos infiltrantes, y una proporcion
de estos quedan retenidos en estos fragmentos de tejido, presumiblemente
aquellas células que se encuentran en zonas mas internas de los fragmentos o que
estdn mas fuertemente unidas a la estructura del propio tejido. Estas células
seran liberadas junto a los CFTs durante la digestion enzimatica, basandose el
primer paso para su separaciéon en la capacidad de los CFTs para adherirse a
superficies plasticas una vez cultivados. La suspension celular obtenida tras la
digestion enzimatica del tejido tiroideo se cultiva en frascos de 75cm2 de
superficie en presencia de RPMI + 10% SBF a una concentracién maxima de 107
células/frasco durante un minimo de 8 horas. Tras comprobar que la mayor parte
de los CFTs se han adherido al fondo del frasco se recupera el sobrenadante, que
se centrifuga a 1500rpm durante 5 minutos, el boton celular obtenido es entonces
resuspendido en 10mL de suero fisiol6gico. Esta suspension se somete a una
centrifugacion en gradiente de densidad siguiendo el mismo protocolo empleado
para la obtencion de CMSPs para obtener las células mononucleares. Las células
obtenidas mediante este procedimiento se denominan eLITs.

3. Lineas celulares

Durante el proyecto se utilizaron tres lineas celulares diferentes, todas ellas
derivadas de tiroides, pero con distintas caracteristicas. Para la realizacion de los
experimentos correspondientes las lineas se mantuvieron en cultivo durante un
méaximo de 20 pases, tras lo cual eran desechadas y el cultivo era iniciado de
nuevo utilizando alicuotas criopreservadas a -170°C.

3.1. HT93

Linea obtenida mediante la transformacion de CFTs transfectadas con el antigeno
T del papilomavirus SV-40. Esta linea fue generada por el Dr. Antonino Belfiore
y el Dr. Ricardo Pujol en el laboratorio del Dr. Franco Bottazzo del Departamento
de Inmunologia del University College de Londres (140), y cedida por el
laboratorio de la Dra. Jaraquemada, del Departamento de Biologia Celular de la
Universidad Auténoma de Barcelona (UAB).
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3.2.TPC-1

Linea tumoral derivada de carcinoma papilar de tiroides, un tipo de carcinoma
de células diferenciadas (141). Esta linea fue cedida por la Dra. Mireia Jorda del
grupo de tumores endocrinos del Instituto de Investigacion del Hospital Germans
Trias i Pujol (IGTP).

3.3. HTHS83

Linea tumoral derivada de carcinoma anaplasico de tiroides, a diferencia del
carcinoma papilar, el anaplasico es altamente indiferenciado (142). Esta linea fue
cedida por la Dra. Mireia Jorda del grupo de tumores endocrinos del Instituto de
Investigacion del Hospital Germans Trias i Pujol (IGTP).

El mantenimiento de los cultivos se realizaba en un incubador a 37°C con
atmosfera de 5% de CO-, para ello las tres lineas se siembran en frascos de 25cm2
de superficie a una concentracion de 2x105 células/frasco utilizando como medio
de cultivo DMEM complementado con 2mM L-glutamina (Gibco, Waltha,
Massachusetts, EEUU), 600 U/mL penicilina, 0,5 mg/mL estreptomicina, 10mM
HEPES (Lonza, Basilea, Suiza) y 10% SBF (HyClone, Chicago, Illinois, EEUU).
Los pases se realizaban en todos los casos una vez alcanzada una confluencia del
70-80%, llegado este momento el medio de cultivo es descartado y, tras el lavado
de la monocapa celular con buffer fosfato salino (BFS), esta se desprende del
fondo del frasco incubando durante 5 minutos con una solucion de tripsina
(0,05%) y EDTA a temperatura ambiente. Las células recuperadas se lavan 2
veces con medio de cultivo con 10% SBF, lo que contribuye a eliminar la tripsina
e inhibir las trazas que puedan quedar en el medio, tras esto las células son
cultivadas en un nuevo frasco a la concentracion anteriormente indicada.
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TINCIONES MEDIANTE INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA

El objetivo de estos experimentos es el estudio de la expresion de PD-L1, PD-L2,
PD-1, CMTM4 y CMTM6 en secciones de tiroides de pacientes con EGB y HT, y
de BMN como control. El listado de tejidos y los experimentos de
inmunofluorescencia indirecta en los que fueron empleados se detalla en la
Tabla suplementaria 1. Parte de estas muestras pertenecen a la coleccion
C.001878 del Registro Nacional de Biobancos, cuyo responsable es el Dr. Pujol
Borrell, y fueron cedidas por el Servicio de Inmunologia del Hospital Germans
Trias i Pujol (IGTP).

Para la preparaciéon de las muestras, fragmentos congelados de tejido se
incluyeron en bloques de OCT de los que se obtuvieron secciones de 5-7um de
grosor mediante un criostato Leica CM3050 (Leica, Wetzlar, Alemania). Las
secciones obtenidas se depositan en portaobjetos de vidrio y se mantienen a
temperatura ambiente durante un minimo de 6 horas para permitir el secado y
fijado del tejido, tras lo que se conservaron a -80°C hasta su uso.

Todos los anticuerpos empleados fueron previamente titulados utilizando como
controles secciones de distintos tejidos de origen linfoide: timo, ganglio linfatico,
o bazo, seglin se considerase necesario en funcion de la bibliografia consultada
para cada uno. El listado completo de los anticuerpos empleados junto a las
diluciones de uso se encuentra en la Tabla suplementaria 2.

El protocolo general para la preparacién de las muestras fue comun a las distintas
tinciones de inmunofluorescencia indirecta realizadas, durante este, todos los
pasos de incubacion se llevaron a cabo en una cdmara himeda para evitar la
evaporacion de las soluciones de anticuerpos durante el proceso. Las secciones
de tejido cortadas anteriormente se descongelaban y se secaban a temperatura
ambiente durante 1 hora, las muestras eran entonces fijadas durante 10 minutos
a temperatura ambiente con 2% de paraformaldehido (PFA) en BFS, tras lo que
se realizaban 3 lavados en BFS a temperatura ambiente durante 5 minutos; se
continuaba con un paso de bloqueo de 1 hora a temperatura ambiente utilizando
suero normal de cabra al 6%. Una vez eliminado el exceso de solucion de bloqueo,
se dispensaban 100uL del anticuerpo primario diluido en BFS + 2% SBF en cada
pocillo correspondiente y las muestras eran incubadas durante toda la noche a
4°C, una vez terminada la incubacion el exceso de anticuerpo era eliminado
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mediante 3 lavados en BFS. A continuacion, se anadian 100ouL del anticuerpo
secundario diluido en BFS + 2% SBF a los pocillos correspondientes, incubandose
las muestras durante 2 horas a temperatura ambiente, tras lo que se realizaban 3
lavados en BFS. Como contratincion nuclear se realizé6 una incubacién de 10
minutos a temperatura ambiente utilizando 10oul. de DAPI (Sigma-Aldrich,
Saint Louis, Missouri, USA) diluido a 0,1ug/mL, eliminandose el exceso mediante
un lavado con BFS. Finalmente, el portaobjetos era preparado utilizando medio
de montaje y laca de ufias para sellar el cubreobjetos. Para evaluar la posible sefial
de fondo producida por la union inespecifica de los anticuerpos secundarios, cada
muestra incluia su propio control negativo, en el que una seccion del tejido era
marcada en ausencia de anticuerpo primario.

1. Expresién de PD-1

El objetivo fue evaluar la expresion de PD-1 en células T CD4 y CD8 infiltrantes
en glandulas de pacientes con EAT y tejidos control. Se realizaron dos tinciones
dobles de cada muestra utilizando secciones consecutivas del tejido, en cada una
de ellas se utiliz6 el anticuerpo monoclonal IgG1 de ratén anti-PD1, junto a su
anticuerpo secundario correspondiente cabra anti-raton IgG1 conjugado con Cys,
en combinacién con un anticuerpo primario monoclonal de ratén IgG2a anti CD4
o anti-CD8, junto a su anticuerpo secundario correspondiente, AF488 Go anti-
Ms IgG2a. Las muestras fueron visualizadas mediante un microscopio de
fluorescencia Olympus BX61. Las imagenes obtenidas fueron analizadas
mediante el software ImageJ (143), cuyo modulo Cell Counter fue empleado para
cuantificar la expresion de PD-1 en las células infiltrantes CD4+ y CD8+, en una
media de 5 + 1 campos 6pticos por cada muestra evaluada.

2. Expresion de PD-L1
2.1. Distribucion de PD-L1

La tincion para PD-L1 en glandulas de pacientes con EAT y controles se valor6 en
primer lugar mediante tincion simple, para ello se emplearon dos anticuerpos
anti-PD-L1 distintos, un anticuerpo monoclonal de conejo IgG y anticuerpo
monoclonal de raton IgG2b, junto a sus respectivos anticuerpos secundarios,
anticuerpo de cabra anti-IgG (H+L) de conejo conjugado con AF594 y anticuerpo
de cabra anti-IgG (H+L) de raton conjugado con AF488. Las muestras se
examinaron mediante un microscopio de fluorescencia Olympus BX61, y la
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valoracion de la expresion corrio a cargo de dos observadores independientes
(Daniel Alvarez de la Sierra y Paloma Ruiz Blazquez), los cuales asignaban una
puntuacién dentro de una escala semicuantitativa basada en el nimero de
foliculos con CFTs PD-L1+ observados en cada muestra. La identificaciéon de
CFTs PD-L1+ se realiz6 en base a la morfologia celular.

2.2. An4lisis de co-localizaciéon de PD-L1

Tras el estudio de los niveles de expresion general de PD-L1 las muestras méas
representativas fueron seleccionadas. Mediante diversos protocolos de tinciéon
triple estas muestras fueron empleadas para confirmar la expresiéon de PD-L1 por
parte de CFTs, y la relacion de su expresion con zonas de infiltraciéon linfoide o de
inflamacion. Las secciones fueron visualizadas empleando un microscopio
confocal espectral FV1000, realizandose posteriormente un anélisis descriptivo
de las mismas.

3. Expresion de PD-L2

La expresion de PD-L2 en glandulas de pacientes con EAT y controles se valord
mediante tinciéon simple. Para ello se emplearon dos anticuerpos anti-PD-L2
distintos, un anticuerpo policlonal de conejo anti-PD-L2 y un anticuerpo
monoclonal de ratéon IgGi1 anti-PD-L2, junto a sus anticuerpos secundarios,
anticuerpo de cabra anti-IgG (H+L) de conejo conjugado con AF594 y anticuerpo
de cabra anti-IgG (H+L) de ratéon conjugado con, respectivamente. Las muestras
fueron visualizadas mediante un microscopio de fluorescencia Olympus BX61.

4. Expresion de CMTM4 y CMTM6

La expresion de las proteinas producto de los genes CMTM4 (CKLF like Marvel
Transmembrane domain containing 4) y CMTM6 (CKLF like Marvel
Transmembrane domain containing 6) en glandulas de pacientes con EAT y
controles se evalu6 mediante tincion simple de IFI. Se realizaron ambas tinciones
de cada muestra en secciones consecutivas del tejido, utilizindose en cada una de
ellas un anticuerpo policlonal IgG de conejo anti-CMTM4 o un anticuerpo
policlonal IgG de conejo anti-CMTM6, en ambos casos en combinacion con un
anticuerpo secundario de burro anti-IgG (H+L) de conejo conjugado con
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DyLight550. Las muestras fueron visualizadas mediante el microscopio de
fluorescencia.

CULTIVOS CELULARES

1. Estimulacion in vitro con IFN-y

El objetivo es evaluar la respuesta de los CFTS en cultivos primarios y de lineas
celulares derivadas de tiroides a la estimulacion con distintas concentraciones de
IFN-y, y comprobar si esta citocina tiene algtin efecto sobre la expresion de PD-
L1 o PD-L2 en células epiteliales de origen tiroideo.

1.1. Células foliculares tiroideas (CFT)

Suspensiones celulares de CFTs obtenidas mediante digestion enziméatica de
muestras de pacientes con EGB (n=3) y BMN (n=4) se ajustaron a una
concentracion de 100 células/mL con medio RPMI GlutaMAX™ (Gibco, Waltha,
Massachusetts, EEUU) suplementado con 600U/mL de penicilina, 0,5mg/mL
estreptomicina, 1omM HEPES (Lonza, Basilea, Suiza) y 10% SBF (HyClone,
Chicago, Illinois, EEUU). A continuacion, se sembraron 0,5-1mL de esta
suspension, segin disponibilidad, en 8 frascos de cultivo de 25cm2 de superficie
y se anadi6 medio de cultivo hasta un volumen final de smL. Los frascos se
mantuvieron durante un minimo de 8 horas en un incubador a 37°C en presencia
de 5% de CO: para permitir la adhesion de los CFTs al plastico, una vez
trascurrido este tiempo se retir6 el medio de cultivo para eliminar las células no
adherentes y otros restos celulares. Para reemplazarlo se afadieron a cada frasco
5mL de medio de cultivo previamente suplementados con 0, 25, 50, 0 100U/mL
de IFN-y (Roche, Basilea, Suiza); se prepararon dos frascos por cada
concentracion de IFN-y, uno de ellos fue estimulado durante 24 horas y otro
durante 48 horas.

1.2. Lineas celulares

Las células de las lineas celulares HT93, TPC-1 y HTh83 se despegaron de las
monocapas mediante tripsinizaciéon durante la fase logaritmica de crecimiento
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siguiendo el protocolo explicado anteriormente. Tras comprobar que la viabilidad
de las células era superior al 90% se contaron y sembraron en frascos de 25cm2
de superficie a una concentracion de 3x105 células/frasco utilizando como medio
de cultivo DMEM GlutaMAX™ suplementado con 600U/mL penicilina,
0,5mg/mL estreptomicina, 10mM HEPES y 10% SBF. Los frascos se cultivaron a
37°C en atmoésfera de 5% de CO-. Durante los siguientes dias se comprob6 que el
crecimiento y la densidad celular fuesen comparables en todos los frascos, y tras
alcanzar una confluencia del 60-70% se reemplazo el medio cultivo y los frascos
se estimularon siguiendo el esquema descrito para los cultivos primarios.

Para el analisis mediante citometria de flujo o qPCR, las células de las lineas
celulares se recuperaron tras el tiempo de cultivo correspondiente. Para ello, el
medio de cultivo se retir6 de los frascos y se realizo6 un lavado con BFS del
contenido de estos, tras el cual las monocapas celulares fueron despegadas
mediante incubacién en una solucion de tripsina (0,05%) + EDTA durante 10
minutos a temperatura ambiente. Las células obtenidas fueron lavadas mediante
centrifugacion a 1500rpm durante 5 minutos, y el botén celular resuspendido en
5mL de RPMI o DMEM + 10% SBF para inhibir las posibles trazas de tripsina.

2. Cocultivos CFTs-CMSPs

El objetivo es valorar si los CFTs poseen in vitro la capacidad de suprimir la
capacidad proliferativa de CMSPs previamente estimulados. Para ello se
realizaron unas serie de cultivos aut6logos CFTs:CMSPs a distintos ratios y
sometidos a diferentes condiciones experimentales. La configuracion general del
experimento seguia el siguiente esquema:

2.1. Preparacion de las muestras

Se seleccionaron 3 pacientes con EGB, y como controles, 3 donantes de 6rganos
sin antecedentes patologicos de alteraciones de la funcién tiroidea, y negativos
para las pruebas de autoanticuerpos anti-TPO y anti-TG. De cada uno de ellos se
obtuvieron muestras de tejido tiroideo y sangre periférica, de los que se aislaron,
mediante digestion enzimatica y centrifugaciéon en gradiente de densidad
respectivamente, CFTs y CMSPs segun los protocolos detallados anteriormente.

Los CMSPs se contaron, tras lo cual una alicuota con 0,5x104-105 células se
reservd para determinar la proporcion basal de células T CD4 y CDS8, y su
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expresion de PD-1 mediante citometria de flujo. El resto de CMSPs fueron
resuspendidas a una concentracion de 10°/mL en RPMI GlutaMAX™
suplementado con 600U/mL de penicilina, 0,5mg/mL estreptomicina, 10mM
HEPES y 10% SBF. Esta suspension celular se sembré en frascos de 25cm?2 de
superficie, no superando los 5mL/frasco, y mantenidos en un incubador a 37°Cy
en atmoésfera de 5% de CO- hasta el momento del cocultivo.

Los CFTs se contaron y se resuspendieron en RPMI GlutaMAX™ suplementado
con 600U/mL de penicilina, 0,5mg/mL estreptomicina, 10mM HEPES y 10%
SBF; y una pequena alicuota con 0.5x104-105 células se reservd para establecer la
expresion basal de HLA-DR y PD-L1 mediante citometria de flujo. Para el cultivo
mixto se separaron 10® CFTs que fueron lavados por centrifugacién a 1000rpm
durante 5 minutos, y resuspendidas en 4mL de RPMI completo suplementado
adicionalmente con smU/mL h-TSH obteniendo una suspensién de 2,5x105
CFTs/mL, a partir de la cual se prepararon 3 diluciones seriadas 1:2, de
concentraciones finales 1,25x10°, 6,25x104, y 3,1x104 CFTs/mL respectivamente.
De cada una de estas suspensiones celulares se dispensan 200uL en los pocillos
correspondientes de una placa de 96 pocillos de fondo plano segtn la distribucién
que se muestra en el esquema de la Figura 4. Los CFTs se incuban a 37°C en
atmosfera de 5% de CO- hasta el dia siguiente para permitir su adhesién al fondo
de los pocillos y la formacion de una monocapa celular.

( T T ~ ) . .
1 2 3 4 5 & 7 8 9 10 1 12 Figura 4. Cocultivos
A A autologos CFT:CMSP.
] [ Esquema que muestra la
B B distribucion de los pocillos
y la cantidad inicial de
c c tirocitos sembrada en cada
------ uno de ellos durante el dia
D D -1 del cocultivo.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M 12

L. —1 —1 J)

Células por pocillo
. 5x104 CFTs 1,25x10% CFTs

. 2,5x10% CFTs 6,3x103 CFTs
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2.2. Establecimiento del cocultivo

Se recuperan en un tubo estéril los CMSPs en cultivo desde el dia anterior y se
realiza un primer lavado con RPMI completo, tras contar el nimero de CMSPs
obtenidos estos se marcan con éster de succinimidil-carboxIFIuoresceina (CFSE)
(Thermo Fisher, Waltham, Massachusetts, EEUU). El CFSE es un compuesto
fluorescente que es capaz de difundir a través de las membranas celulares y
formar enlaces covalentes con grupos aminos presentes en proteinas u otras
moléculas, al producirse la divisién celular cada célula hija mantendra
aproximadamente la mitad del CFSE contenido en la célula madre, permitiendo
la identificacién de distintas generaciones celulares mediante citometria de flujo
en funcién a la MFI correspondiente al CFSE. Para ello se resuspenden en RPMI
completo a una concentracién de 106 CMSPs/mL y se afiaden 0,8uL de CFSE,
previamente reconstituido siguiendo las indicaciones del fabricante, por cada
mililitro de suspension celular. El contenido del tubo es mezclado por inversiéon
durante 5 minutos, tras lo cual se realizan 3 lavados con 10mL de RPMI completo
para eliminar los restos de CFSE. Se rotulan 4 tubos estériles como “Sin
estimulo”, “Anti-IFN-y”, “Anti-CD3/CD28 + IL-2” y “Anti-CD3/CD28 + IL-2 +
Anti-IFN-y”. A cada uno de estos tubos se afiaden 10 CMSPs previamente
marcados con CFSE, se realiza un lavado, y el pellet celular se resuspende en 2mL
de RPMI completo suplementado con 5mU/mL de h-TSH, obteniendo una
concentracion de 2,5x106 CMSPs/mL. Se preparan 4 tubos rotulados de forma
similar que no contienen CMSPs, y que sirven como controles internos.

A los tubos marcados como Anti-CD3/CD28 se anaden 25ul. de ImmunoCult™
Human CD3/CD28 T Cell Activator (Stemcell Technologies, Vancouver, Canada)
por cada 106 células siguiendo el protocolo del fabricante, y 1,7uL. de una soluciéon
de IL-2 (Proleukin®, Novartis, Basilea, Suiza) de concentracion 1,8x105U/mL,
obteniendo una concentraciéon final de 150u/mL. A los tubos marcados como
Anti-IFN-y se les afiade un anticuerpo bloqueante de IFN-y humano (Biolegend,
San Diego, California, EEUU) a una concentracion final de 1oug/mL, cantidad
que se comprob6 experimental era capaz de inhibir in vitro el efecto de hasta
50U/mL de IFN-y ex6geno sobre un cultivo primario de CFTs. A los tubos que
contienen solo RPMI se les afiade la cantidad necesaria de cada reactivo para
obtener una concentracion igual a sus equivalentes con CMSPs. Todas las
muestras se incuban a 37°C en presencia de 5% de CO2 durante 2 horas antes de
su cultivo en placa. La composicion final de cada tubo queda resumida en la
Tabla suplementaria 3.
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Tras haber comprobado la correcta adhesion de los CFTs al fondo de los pocillos
de la placa sembrada el dia anterior, el contenido de todos ellos se retira con una
pipeta cuidando de no dafar la monocapa celular del fondo. A cada pocillo se le
afiaden 200uL de la muestra segin corresponda, obteniendo para la placa de
cocultivo la configuracion que se muestra en la Figura 5. La placa se incuba
durante 72 horas a 37°C en atmosfera de 5% de CO- hasta el momento de su
lectura.

Ratio CFT:CMSP

CFTs
CMSPs
1:2

1:2

(o]
+ o o
— —

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 " 12

Sin estimulo c

AntilFNy 0
AntiCD3/AntiCD28 + IL-2 E
AntiCD3/AntiCD28 + IL-2 + AntilFNy || F

Células por pocillo

. 5x10% CFTs l 2,5x10% CFTs + 105 CMSPs
10% CMSPs 1,25x10% CFTs + 105 CMSPs
| 5x10% CFTs + 10° CMSPs 6,25x103 CFTs + 105 CMSPs

Figura 5. Esquema de la placa cocultivo CFT:CMSP autblogos en el dia o. El cédigo de
colores y el margen superior muestran el niimero y composicion de las células en cada pocillo
al inicio del cocultivo. En el lateral izquierdo se indica la condici6én experimental
correspondiente a cada fila de pocillos de la placa.

2.3. Analisis del cocultivo

Una vez transcurridas 72 horas de cultivo se comprueba la correcta proliferacion
de los controles positivos que contienen exclusivamente CMSPs en un
microscopio invertido de contraste de fases. Se rotula entonces un tubo de 1,5mL
con tapa y un tubo de poliestireno para citometria por cada pocillo del cocultivo.
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El contenido de cada pocillo se traspasa a un tubo de poliestireno segin su
rotulacion, estos tubos son centrifugados a 1500rpm durante 5 minutos, de cada
uno de ellos, y con cuidado de no perturbar el boton celular, se transfieren 10ouL
del sobrenadante al tubo de 1,5mL correspondiente. Cada pocillo es lavado con
200uL. de BFS, y el resto de las células adheridas al fondo de cada tubo es
recuperado mediante su incubacion durante 10 minutos y a temperatura
ambiente con una solucion de tripsina (0,05%) + EDTA. Tanto el BFS como la
solucion de tripsina + EDTA de cada pocillo se recuperan y anaden a los tubos de
poliestireno correspondientes para obtener el maximo numero de células
posibles. Se anaden a cada tubo 2mL de BFS y se centrifugan a 1500rpm durante
5 minutos para eliminar los restos de medio de cultivo y de tripsina, el boton
celular es resuspendido en 100uL de BFS.

Siguiendo el esquema de la Figura 6, las muestras obtenidas de los pocillos que
contienen solo CFTsy de cada uno de los duplicados del cocultivo a ratio 1:2 seran
utilizadas para estudio de la expresion de HLA-DR y PD-L1 en los CFTS, mientras
que los pocillos que contienen solo CMSPs y los pocillos de cocultivo con ratio
1:2, 1:4, 1:8 y 1:16 restantes se emplean para el estudio de la proliferacion de
linfocitos T y la expresién de PD-1. El protocolo de preparaciéon, procesamiento y
analisis de estas muestras se detalla mas adelante.

Ratio CFT: CMSP

vy
&
] o
LB S o0 o ¢ x o
(SRS - - o |
(o r 1_r ~
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 " 12
" o
B B

Sin estimulo c

AntilFNy || ©
AntiCD3/AntiCD28 + IL-2 || E

AntiCD3/AntiCD28 + IL-2 + AntilFNy F

. Analisis de CFTs
. Andlisis de CMSPs

Figura 6. Esquema de la placa cocultivo CFT:CMSP autdlogos en el que se muestra que pocillos se
empelardn para el analisis mediante citometria de flujo de las CFTs o de CMSPs, respectivamente.
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3. Cocultivos linea TPC-1:CMSP

De forma analoga a lo descrito en la seccién anterior para el cocultivo aut6logo
de CFTs:CMSPs, se realizan cultivos entre la linea celular TPC-1, derivada de
carcinoma papilar de tiroides, y CMSPs obtenidas de donantes de sangre. El
objetivo, de nuevo, es evaluar si la linea TPC-1 tiene la capacidad de inhibir la
proliferacion de CMSPs previamente estimulados. Para ello se realiza un
protocolo basado en el ya descrito para los cocultivos autélogos de CFTs:CMSPs
con las modificaciones que aqui se describen.

En primer lugar, y en contra de los descrito en la seccién correspondiente a las
lineas celulares, para este experimento el cultivo de la linea TPC-1 es mantenida
utilizando el mismo medio empleado para los cultivos primarios de CFTs y
CMSPs, RPMI GlutaMAX™ suplementado con 600U/mL de penicilina,
0,5mg/mL estreptomicina, 1omM HEPES y 10% SBF.

Para la preparacion de la placa de cocultivo se tuvo en consideraciéon que, el
sobrecrecimiento de la linea celular durante la duracién del experimento podria
alterar los resultados al producir la muerte de los CMSPs de forma secundaria a
la deplecion de los nutrientes del medio. Para evitar esto, y conseguir ademas
establecer un sistema de cocultivo a distintos ratios CMSP:TPC-1, se calculd
empiricamente la cantidad minima de células TPC-1 que debian de sembrarse en
pocillos de 96 pocillos de fondo plano para obtener, tras la duracion establecida
para este experimento, una monocapa celular de 80-90% de confluencia. En base
a estos resultados se disen6 el protocolo de preparacion de la linea TPC-1 para el
cocultivo.

Partiendo de un cultivo ya establecido de la linea TPC-1 se recuperan las células
mediante tripsinizacion, estas se cuentan, y se prepara una primera suspension
celular con 40.000 células/mL. A partir de esta primera suspension celular se
realizan diluciones seriadas 1:2 para obtener suspensiones celulares de
concentraciones decrecientes. Siguiendo el esquema de la Figura 7, se siembran
en una placa de 96 pocillos de fondo plano 200uL por pocillo de las suspensiones
celulares de concentracién final 10.000, 5.000, 2.500, y 1.250 células/mL.
Usando estas concentraciones iniciales se consigue que, tras 72 horas desde el
comienzo del cocultivo, los pocillos en los que se sembrd inicialmente la
suspension con 10.000 TPC-1/mL alcancen aproximadamente un 80-90% de
confluencia, reduciéndose esta con las diluciones seriadas posteriores, y
consiguiendo de esta manera distintos ratios de cultivo TPC-1:CMSPs a la vez que
se evita un sobrecrecimiento de la linea celular.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M 12

L. —1 —1 >

Células por pocillo
. 2000 TPC-1 500 TPC-1

. 1000 TPC-1 250 TPC-1

Figura 7. Cocultivos autélogos TPC-1:CMSP. Esquema que muestra
la distribucion de los pocillos y la cantidad inicial de células TPC-1
sembradas en cada uno de ellos durante el dia -1 del cocultivo.

A diferencia de los experimentos con CFTs, se siembra una primera fila de
pocillos con concentraciones decrecientes de TPC-1 a los que no se afadiran
posteriormente CMSPs, y que serviran para confirmar que la confluencia
alcanzada por cada suspension de células TPC-1 una vez transcurridas las 72
horas desde el inicio del cocultivo se encuentra dentro de los margenes esperados.

Ademas, al considerarse que el fenotipo de la linea TPC-1 se mantendra estable
durante la duracion del cultivo, en estos experimentos no se realiza una tinciéon
basal para determinar la expresion de HLA-DR y PD-L1, ya que estos se
determinaran utilizando el pocillo en el que se cultiven en ausencia de CMSPs y
otros estimulos.

Los procesos de establecimiento del cocultivo y de recuperacion de las células y
sobrenadantes una vez transcurridas 72 horas, son comunes a los ya explicados
anteriormente para los experimentos de cocultivos aut6logos entre CFTs y
CMSPs.
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CITOMETRIA DE FLUJO

La citometria de flujo se emple6 en distintos experimentos para el estudio de
expresion de proteinas en superficie en distintos tipos celulares, y adicionalmente
para el analisis de la proliferaciéon de linfocitos T en los ensayos de supresion de
la proliferacion en cocultivos de CMSPs y CFTs. El listado completo de los
anticuerpos utilizados en cada uno de los protocolos y sus caracteristicas técnicas
se detallan en la Tabla suplementaria 4.

1. Expresion de PD-1, PD-L1y PD-L2 en CMSPs y LITs

Se analiz6 la expresion de PD-1 en las subpoblaciones de memoria de linfocitos T
en muestras de CMSPs de donantes de sangre y de pacientes con EGB, y en el
caso de estos udltimos, en muestras apareadas de mLITs obtenidas de tejido
tiroideo. Las distintas muestras fueron obtenidas segin los protocolos
previamente descritos en el apartado correspondiente de la seccion Muestras. Los
datos demograficos y analiticos de estos pacientes se resumen en la Tabla 2.

Tabla 2. Resumen de los datos demograficos y analiticos en el momento del diagndstico de los pacientes
con enfermedad de Graves en los que se realiz6 la determinaciéon de PD-1 mediante citometria de flujo
en CMSPs y eLITs.

L . T4 Ac anti- Ac anti- Ac anti-
Muestra Edad Sexo E\(/'\c;:g;z;ﬂ (r;mrille) 2—3 libre libre TG TPO TSH-R
pe/ml)  e/dl)  (UymL)  (UI/ml) (uI/L)
THV-33 25 M 24 ND ND ND ND ND ND
THV-34 26 M 18 <0,008 |, >20 P 7,63 240 M 187 M 831
THV-35 26 M 36 <0,008 |, 7,01 M 2,2 ND ND 52
THV-36 37 M 12 <0,008 |, 14,15 1 3,5 <15 >1300 P 11.2 1
THV-37 61 v 24 <0,008 |, 7,17 D 2,22 25 237 P 58.0 ™
THV-38 43 v 60 <0,008 |, ND 3,58 255 P 91 1 55.4 P
THV-40 47 v 24 0.01 1 >20 P 4,74 11301 <6500 1 14.5 1
THV-41 51 M 180 <0,008 |, 5,43 P 1,76 73.601  >6500 1 2351
THV-49 52 M 18 <0,008 |, >20 P 5,53 32 >6500 P 9.3
THV-51 48 M 43 <0,008 |, ND 6,92 <20 22.20 7.2

M: mujer; V: varén; ND: no disponible; 1: superior al rango de referencia; |: inferior al rango de
referencia.

1Evoluciéon: tiempo transcurrido entre el diagnoéstico clinico y la tiroidectomia.

Valores de referencia: TSH 0,55-4,78 mU/L; T3 libre 2,3-4,2 pg/mL; T4 libre 0,8-1,76 ng/dL; Ac anti-TPO
0-60 UI/mL; Ac anti-TG 0-60 Ul/mL; Ac anti-TSH-R 0-1,8 UI/L.
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1.1. Protocolo

Las células obtenidas se contaron y tras ajustar la concentracién a 106 células/mL
en RPMI + 10% SBF, 100ouL se traspasaron a un tubo de poliestireno para
citometria. En el caso de muestras con muy baja celularidad, principalmente de
eLITs por existir poca infiltracién del tejido obtenido, el total de las células eran
resuspendidas en 100uL de BFS. Cada muestra es marcada con una mezcla que
contiene 2uL de cada uno de los siguientes anticuerpos: anti-CD3 (Pacific Blue),
anti-CD4 (FITC) y anti-CD8 (PerCP) para la identificacion de linfocitos T, anti-
CD45RA (PE-Cy7) y anti-CCR7 (PE) para diferenciar las subpoblaciones de
memoria, y anti-PD-1 (APC), anti-PD-L1 (APC), o anti-PD-L2, para el analisis de
su expresion en cada poblacion celular. Las muestras se incubaron en oscuridad
y a temperatura ambiente durante 20 minutos, tras lo cual se realiz6 un lavado
con 2mL de BFS para eliminar el exceso de anticuerpos y se centrifugaron a
1500rpm durante 5 minutos. Empleando un vortex se disgreg6 el boton celular,
y se anadieron 2mL de soluciéon BD Phosflow™ Lyse/Fix (BD, Nueva Jersey,
EEUU) para fijar las células, las muestras se incubaron entonces a temperatura
ambiente y en oscuridad durante 10 minutos, seguidamente las muestras se
centrifugaron a 1500rpm durante 5 minutos para eliminar el exceso de solucién
de fijado. Se realiz6 un nuevo lavado con 2mL de BFS, tras la centrifugacion el
botén celular es resuspendido en 500ul. de BFS, y la muestra procesada
utilizando un equipo BD FACSCanto™ II. Se adquirieron al menos 105 CMSPs o
5x104 eLITs para su analisis en cada caso.

1.2. Estrategia para el analisis de citometria de flujo (gating)

Los datos obtenidos tras el procesamiento de las muestras se analizaron mediante
el programa FlowJo™ v10 (BD). En primer lugar, se eliminaron los dobletes de
células mediante la combinacién de las senales FSC-A y FSC-H. Las dos
poblaciones principales de linfocitos T fueron identificadas como las células
CD3+CD4+ (Th) y CD3+CD8+ (Tc) respectivamente; la expresion de los
marcadores CD45RA y CCR7 se emplearon para la diferenciacién, en linfocitos T
CD4 y CD8, de las distintas subpoblaciones de memoria: naive
(CD45RA+CCR7+), efectoras de memoria CD45RA+ (CD45RA+CCR7-),
efectoras (CD45RA-CCR7-), y memoria central (CD45RA-CCR7+). La expresion
de PD-1 se analiz6 en todas las poblaciones definidas por los anteriores
marcadores. Para establecer el punto de corte entre las células positivas y
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negativas se emplearon como controles internos las poblaciones CD3-,
compuestas por linfocitos B y células NK, que en su gran mayoria no expresan
PD-1 en condiciones normales. La estrategia de analisis empleada se detalla en la
Figura 8.
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Figura 8. Estrategia de analisis de las subpoblaciones de memoria T y la expresiéon de PD-1 en
muestras de CMSPs y mLITs. Tras la eliminacién de agregados celulares se seleccionan los
linfocitos por su morfologia, y se identifican las células T CD3+. Las subpoblaciones de memoria
en linfocitos T CD4 y CD8 se diferencian en base a la expresién de CCR7 y CD45RA.

2. Expresion de PD-L1y PD-L2 en CFTs y lineas celulares

El objetivo es analizar la expresion de PD-L1 y PD-L2 en cultivos primarios de
CFTs y cultivos de las lineas celulares HT93, TPC-1, y HTh83 en respuesta a la
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estimulacion con IFN-y a distintas dosis a 24 y 48 horas, tal y como se describe
en el apartado correspondiente de la seccion Cultivos celulares. En el caso de las
muestras de CFTs, y siempre que fuese posible, la expresion de PD-L1 y PD-L2
también fue analizada en la situacion basal tras la digestion enzimatica del tejido,
y antes de realizar el cultivo.

2.1. Protocolo

Tras la obtencién por tripsinizacion de las células cultivas y estimuladas con
IFN-y, se rotulan dos tubos de poliestireno para citometria por cada frasco y se
dispensan en cada uno de ellos 105 células de la muestra correspondiente. En el
caso de las muestras basales y sin estimular se preparan cuatro tubos, dos de ellos
para estudiar la expresion de PD-L1y PD-L2, y dos para emplear como controles
al sustituir los anticuerpos especificos anti-PD-L1/L2 por sus respectivos
controles de isotipo. Se dispensan en cada tubo 2uL de anticuerpo anti-HLA-DR
(PE) y anti-HLA clase I (FITC), ademas de 2uL de anticuerpo Ms IgG2b anti-PD-
L1 (APC), Ms IgG1 anti-PD-L2 (APC), control de isotipo Ms IgG1 (APC), o control
de isotipo Ms IgG2b (APC) segun corresponda. Las muestras se incuban durante
20 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad, se realiza un lavado con 2mL
de BFS para eliminar el exceso de anticuerpos y se centrifugan a 1500rpm durante
5 minutos. Empleando un vortex se resuspende el boton celular, y se afiaden 2mL
de solucion BD Phosflow™ Lyse/Fix (BD, Nueva Jersey, EEUU) para fijar las
células, las muestras son incubadas a temperatura ambiente y en oscuridad
durante 10 minutos, seguidamente las muestras se centrifugan a 1500rpm
durante 5 minutos para eliminar el exceso de soluciéon de fijado. Se realiza un
nuevo lavado con 2mL de BFS, tras la centrifugacion el boton celular se
resuspende en 500uL de BFS, y la muestra se adquiere utilizando un equipo BD
FACSCanto™ II.

2.2, Estrategia para el anélisis de citometria de flujo (gating)

Los datos obtenidos tras el procesamiento de las muestras se analizaron mediante
el programa FlowJo™ v10 (BD). En primer lugar, se eliminaron los dobletes de
células mediante la combinacion de las sefiales FSC-A y FSC-H, seguidamente
CFTs o las células correspondientes a las lineas celulares fueron identificados en
base a su tamano (FSC-A) y complejidad interna (SSC-A). La expresion de HLA-
DR, HLA clase I, PD-L1 y PD-L2 se analiz6 en funciéon a dos parametros: el
porcentaje de células positivas para cada uno de ellos, y la media de intensidad
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de fluorescencia (MFI) de la poblacién de interés. Los controles de isotipo
sirvieron para establecer el punto de corte entre una expresiéon negativa y positiva
para PD-L1y PD-L2. La estrategia de analisis empleada se detalla en la Figura
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Figura 9. Induccién de PD-L1 y PD-L2 en CFTs y lineas celulares. Andlisis representativo de
la expresion basal de PD-L1y PD-L2 en la linea celular HTh83. (A) Seleccion de la poblacion de
células de interés, (B) expresion de HLA de clase I, HLA-DR, PD-L1, PD-L2, y sus respectivos
controles de isotipo.

3. Cocultivo de CMSPs con CFTs primarias o células transformadas TPC-1

Se utiliza la citometria de flujo para estudiar la proliferacion de linfocitos T en
respuesta al cocultivo con CFTs autblogos o células transformadas TPC-1 en
presencia de diversos estimulos segtin se detalla en el apartado correspondiente
de la seccion Cultivos celulares. La cuantificaciéon de la proliferacion celular se
realiza mediante el marcaje de las CMSPs con CFSE.

3.1. Protocolo

Las muestras obtenidas de los experimentos de cocultivo se pueden emplear para
el estudio de las células de origen tiroideo o de los CMSPs contenidos en cada
pocillo segin se detalla anteriormente en las Figura 6, esto depende de los
anticuerpos que se usen en cada caso. A las muestras destinadas al analisis de
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CFTs se les anade 10uL. de 7-AAD como marcador de muerte celular, 2uL de
anticuerpo anti-CD45 (FITC), 2uL de anti-HLA-DR (PE) y 2uL de anti-PD-L1
(APC), con la excepcién del duplicado para el monocultivo de CFTs sin estimular,
que servira como control, y en el que el anticuerpos anti-PD-L1 se sustituye por
2uL de control de isotipo IgG2b (APC). En el caso de las muestras que se utilicen
para el estudio de la proliferacién de los linfocitos T se afiaden a cada tubo 10uL
de 7-AAD, 2uL de anticuerpo anti-CD45 (PE), 2uL de anti-CD4 (PE-Cy7), 2ul. de
anti-CD8 (APC-Cy7), y 2uL de anti-PD-1. Todas las muestras se incuban durante
20 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad. El exceso de anticuerpos se
elimina mediante un lavado con 2mL de bufer fosfato salino (BFS). Las muestras
se centrifugan, el boton celular es resuspendido en 500uL de BFS y se adquieren
empleado un equipo Navios EX (Beckman Coulter).

3.2. Estrategia para el anélisis de citometria de flujo

Los datos obtenidos tras el procesamiento de las muestras se analizaron mediante
el programa FlowJo™ vio (BD). En ambos casos los dobletes celulares se
eliminaron para el posterior analisis mediante la combinacion de las sefiales FS
INT y FS TOF. En las muestras empleadas para el andlisis de los CMSPs se
identificaron estos como las células CD45+, descartando asi los CFTs, dentro de
estas se seleccionan a su vez los linfocitos en base a su morfologia dada por los
parametros FS INT y SS INT. Se definen las poblaciones de linfocitos Th y Tc por
su expresion de CD4 y CDS8, respectivamente, y la expresion de PD-1 se expresa
como el porcentaje de linfocitos T CD4+ o CD8+ positivos. El analisis de la
proliferacion celular de las poblaciones CD4+ y CD8+ se realiza empleando el
modulo de analisis de proliferacion del software FlowJo™ v10, expresandose el
resultado mediante el indice de division (ID) celular que se calcula empleando la
siguiente formula:

Thi X ot
i Ni
02i

ID =

En el analisis de CFTs y células TPC-1 estos se identifican como las células CD45-
con morfologia compatible. Se analiza en esta poblacion el porcentaje de células
positivas y el MFI de la poblacién total para HLA-DR y PD-L1, en el caso de este
altimo se utiliza como referencia la muestra sin estimular marcada con un control
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de isotipo para establecer el punto de corte entre las células positivas y negativas.
Las estrategias de anélisis se detallan en la Figura 10.
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Figura 10. AnAlisis representativo de las muestras obtenidas de los experimentos de cocultivo.
(A) Anélisis comtin a CMSPs, CFTs y células TPC-1: seleccién de células vivas 7-AA-, eliminaci6n
de agregados celulares, y seleccion de células segin la expresion de CD45+. (B) Analisis de
linfocitos CD45+: seleccion de células con morfologia compatible, seguido de la identificacion
de linfocitos CD4+, CD8+ y CD4-CD8-, y cuantificacion de la expresion de PD-1y CFSE en cada
una de estas poblaciones. (C) Anélisis de CFTs o TPC-1 CD45-: seleccion de células con
morfologia compatible y cuantificaciéon de la expresion de HLA-DR y PD-Li1.

3.3. Analisis estadistico

Los resultados obtenidos se analizan mediante ANOVA de dos vias para conocer
el efecto de los factores Tratamiento y Ratio de cocultivo sobre cada situacion
experimental. Para cada tipo de tratamiento - sin estimulo, anti-IFN-y, anti-
CD3/CD28, y anti-CD3+anti-IFN-y - se realiza ademas un test posterior de
comparaciones miultiples entre las medias segun el ratio de cocultivo, aplicando
la correccion de Tukey para comparaciones miultiples.
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ANALISIS DE LA EXPRESION GENICA RELATIVA

1. Extraccion de ARN

Para la extraccion de las muestras de ARN se emplea el kit RNeasy de Qiagen
(Hilden, Alemania) para purificacion de ARN total segtn las instrucciones del
fabricante, el protocolo utilizado varia en su primer paso en funciéon de la muestra
de partida. En la extraccién de ARN a partir de un cultivo celular, se realizan dos
lavados con BFS de las células recuperadas mediante tripsinizacion para eliminar
los restos de enzima digestiva y de medio de cultivo, ya que estos podrian
interferir con el proceso de extraccion. Tras el dltimo lavado se aspira el BFS
restante, y a continuacion, el botén celular se resuspende en 350uL de soluciéon
de lisis RLT, y seguidamente se vortea la muestra es para su homogeneizacion.
Cuando la muestra de partida es tejido congelado, una pequena muestra de peso
inferior a 3omg es cortada e introducida en un tubo con 60ouL de soluciéon de
lisis RLT, el tejido es homogeneizado y las células lisadas empleando un
homogeneizador eléctrico. Tras la homogeneizacion de la muestra se anade a
cada una de ellas un volumen equivalente de etanol al 70% al empleado de
solucion RLT, y la mezcla se homogeneiza de nuevo mediante pipeteo. Se
traspasan 700uL de cada muestra a una columna de extraccion, se centrifugan a
10000rpm durante 1 minuto y se descarta el filtrado, si el volumen inicial fuese
superior a 700uL este paso se repetiria de nuevo. Se afiaden 350uL de solucion
RW1 a cada columna, se centrifugan a 10000rpm durante 1 minuto y se descarta
el filtrado. Para la eliminacién del ADN genémico se emplea el kit de ADNsa libre
de ARNasas de Qiagen, se procede dispensando directamente sobre la membrana
de la columna 8ouL. de ADNsa I previamente diluida 1:8 con solucion RDD
siguiendo las instrucciones del fabricante, y se incuban las muestras a
temperatura ambiente durante 15 minutos. Se anaden 350uL de solucion RW1 a
cada columna, se centrifugan a 10000rpm durante 1 minuto y se descarta el
filtrado. Se realizan dos lavados de la columna utilizando 500uL de buffer RPE
para cada uno, descartandose en cada ocasion el filtrado tras centrifugarlas a
10000rpm durante 2 minutos. Para eliminar el exceso de solucion RPE, que
podria inhibir la elucion del ARN, se realiza una nueva centrifugacion de un
minuto a 10000rpm utilizando un tubo nuevo para la columna, y descartandolo
junto al filtrado. Las columnas se colocan sobre tubos de 1,5mL para recoger la
muestra de ARN, para ello se afiaden a cada una 3ouL de H-O libre de ARNasas,
y se centrifugan a 10000rpm durante 1 minuto. Los datos de concentracion y
calidad de las muestras se comprueban utilizando un espectrofotometro, y se
detallan en las Tablas suplementarias 5-7.
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2. RT-PCR

Todas las muestras de ARN se retrotranscriben a cADN empleando Transcriptor
High Fidelity cADN Synthesis Kit de Roche siguiendo las instrucciones del
fabricante. Los reactivos y las muestras se descongelan manteniéndolos a 4°C en
hielo, exceptuando la retrotranscriptasa y el inhibidor de ARNasas, que se
mantienen a -20°C hasta el momento de su uso. En primer lugar, todas las
muestras de un mismo experimentos se diluyen a una misma concentracién de
ARN utilizando agua libre de ARNasas. Se dispensan en tubos de PCR 10,4uL de
cada muestra diluida junto a 1uL de oligo(dT):s como primers, y se realiza un paso
de desnaturalizacion durante 10 minutos a 65°C en un termociclador,
introduciéndose inmediatamente en hielo una vez terminado. A cada tubo se
afladen 8,6uL de una mezcla preparada anteriormente que contiene el resto de
los reactivos para el proceso de retrotranscripcion:

4uL Transcriptor High Fidelity Reaction Buffer (x5)
2uL Deoxynucleotide mix

1,1uL Transcriptor High Fidelity Reverse Transcriptase
1uL de dithiothreitol (DTT)

0,5uL Protector ARNse Inhibitor

Las muestras se someten a una incubacioén a 50°C durante 30 minutos en un
termociclador durante el cual tiene lugar la retrotranscripciéon del ARN a cADN,
seguida de un paso de 5 minutos a 85°C para inactivar la retrotranscriptasa. Los
tubos son recogidos en hielo, y utilizados inmediatamente para la cuantificacion
mediante qPCR, o guardados a -80°C hasta el momento de su uso.

3. qPCR

Se emplea la PCR a tiempo real para cuantificar la expresion relativa de los genes
de interés empleando para su normalizacion la expresion de genes de referencia
y la expresion en muestras control. En una placa de 96 pocillos compatible con el
termociclador LightCycler® (Roche) se dispensan por pocillo 2uL. de cADN y
13uL. de una mezcla previamente preparada que contiene 7,5uL. de TagMan™
Gene Expression Master Mix (Thermo Fisher), 4,5uL de agua destilada, y 0,75uL
de la sonda correspondiente. Las sondas utilizadas se detallan en la Tabla
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suplementaria 8. En todos los casos, la reaccion de amplificaciéon por cada
muestra y gen se realizo6 por triplicado, empleandose el Ct medio para el calculo
de la expresion relativa.

3.1. Expresion de PD-L1y PD-L2

La expresion relativa de PD-L1 y PD-L2 se estudia en muestras de cultivos
primarios y cultivos de lineas celulares estimulados con IFN-y, estas muestras se
obtienen segin los procedimientos descritos anteriormente en la seccion
correspondiente de Cultivos celulares. Se estudia ademas la expresion de HLA-
DRA como control de la estimulacion con IFN-y, ya que esta descrito el aumento
de su expresién en respuesta a esta citocina, y GAPDH como gen de referencia.
La abundancia relativa de PD-L1, PD-L2 y HLA-DRA se calculan mediante el
método 2-2ACt empleando la expresion de GAPDH para su normalizacion, y
expresandose en unidades arbitrarias.

3.2. Expresion de genes de IFN de tipos I y II

Se calcul6 la expresion relativa de los genes IFNA1, IFNA4, IFNB1, IFNG y SOCS1
en las muestras de tejido congeladas empleadas anteriormente para el estudio de
la expresion de PD-Li y PD-L2 mediante tincion de inmunofluorescencia
indirecta, tal y como se describe en la seccion correspondiente. Se empled
GAPDH como gen de referencia. La expresion relativa de IFNA1, IFNA4, IFNB1,
IFNG y SOCS1 se calcula para cada muestra como el ACt con respecto al Ct medio
del gen de referencia GAPDH, expresdndose en unidades arbitrarias.

ANALISIS DE DATOS DE ARNseq - GTEx

El programa Genome Tissue Expresion (GTEx) ha sido creado por el National
Institute of Health (NIH) estadounidense y financiado a través del NIH Common
Fund (144). El objetivo principal del proyecto es el de crear una base de datos que
permita a investigadores de todo el mundo el estudio de la expresion y regulacion
génica, y su relacion con las distintas variables genéticas presentes en la
poblacién. Para ello se han recogido muestras de distintos tejidos humanos
obtenidos de cientos de donantes de érganos. El genotipado de estos individuos
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ha permitido el estudio de la relacion entre las variantes genéticas y a la expresion
de ARN en cada uno de los tejidos. El proyecto GTEX, a través de su pagina web
(https://www.gtexportal.org/home/), ha hecho ptblicos los analisis de expresiéon

génica y la asociacion con las variantes genéticas en los tejidos estudiados. Esta
pagina contiene ademas un repositorio de imagenes histologicas de cada uno de
los tejidos recogidos y analizados. El proyecto GTEx contempla, ademas, la cesion
de datos en crudo a otros grupos de investigacion externos para la realizacion de
estudios adicionales que puedan considerarse de interés.

Con el objetivo de estudiar la relaciéon entre el grado de infiltracion linfocitaria y
los cambios en la expresidon génica en las muestras recogidas por este proyecto,
se realiz6 una solicitud al NITH mediante la cual se obtuvo acceso a los datos de
ARNseq para su anélisis.

1. Clasificacion histélogica - GTEx

El protocolo elaborado para la recoleccion de las muestras indica que el tejido
tiroideo debia de ser preferiblemente seleccionado, siempre que fuese posible, de
aquellas zonas de la glandula que al examen macroscopico presentasen ausencia
de nodulos y un aspecto normal. Las secciones eran tefiidas para su anélisis
utilizando hematoxilina-eosina. Una de las muestras recuperadas de esta manera
era incluida en parafina, que era utilizada para la preparacién de secciones de
hematoxilina-eosina para el analisis del tejido por el patologo responsable. Las
imégenes histologicas obtenidas de todos los tejidos obtenidos durante la fase de
reclutamiento de donantes de 6rganos del proyecto GTEx son de libre acceso y
pueden consultarse en https://gtexportal.org.

En colaboracion con la Dra. Carmela Iglesias del Servicio de Anatomia Patoldgica
del Hospital Vall d’'Hebron, se revisaron las imagenes histologicas de 336
muestras de tiroides del repositorio del proyecto GTEx. Las muestras se
clasificaron en funcion del grado de tiroiditis observada (Figura 11) en tres
grupos distintos:

e Grupo 1— Not infiltrated tissues (NIT): tejidos con ausencia de infiltrados
linfoides y considerados como grupo control

e Grupo 2 — Small focal infiltrates (SFI): tejidos donde se evidencian
infiltrados linfoides de pequeno tamano bien delimitados

e Grupo 3 — Extensive lymphoid infiltrates (ELI): tejidos en los que una
parte significativa del parénquima tiroideo ha sido sustituido por
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infiltrados linfoides con presencia de tejido linfoide terciario y centros
germinales. El estudio histopatologico de estos tejidos seria compatible
con un diagnostico de tiroiditis subclinica o tiroiditis de Hashimoto.

Figura 11. Imagenes representativas de tejidos pertenecientes a las tres categorias establecidas en
funcién del grado de infiltracion linfocitaria observado. De izquierda a derecha: tejido con ausencia
de infiltraciones focales (NIT), tejido con presencia de pequenos infiltrados linfoides (SFI), tejido con
infiltrados linfoides extensos (ELI).

2. Anélisis de expresion génica - GTEx

Para la realizacion del estudio comparativo de expresion génica entre los grupos
de muestras previamente definidos se cont6 con la colaboracion de la Unidad de
Bioinformatica y Estadistica (UEB) del VHIR.

En un primer filtro se descartan todas aquellas muestras con examen histologico
de las que se carezca de datos crudos de su estudio mediante ARNseq,
obteniéndose un total de 292 muestras: 236 NIT, 42 SFI, y 14 ELI.

2.1. Control de calidad

Previamente al analisis de expresion diferencial entre muestras, se realiz6 un
control de calidad de los datos obtenidos, para ello se aplic6 el método Variance
Stabilizing Transformation (VST) para la estabilizacion de la varianza. Se
continud con el estudio la similitud de las muestras mediante el calculo de la
distancia Euclidea entre ellas, y mediante un anélisis de componentes principales
(PCA).
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2.2, Andlisis de la expresion diferencial

Mediante el paquete DESeq2 v.1.18.1 de Bioconductor (145) se realiz6 un anélisis
de la expresion diferencial entre muestras. Se eliminaron todos aquellos genes
sin una entrada valida en la base de datos Entrez, o con una profundidad de
lectura insuficiente para la realizacion del analisis estadistico, estudidndose un
namero total de 20.948 genes. Los resultados se expresan como la magnitud de
las diferencias de expresion para cada uno de los genes entre los dos grupos
comparados, estos cambios se expresan como el logaritmo en base 2 de las
diferencias entre ambas situaciones. Para corregir las tasas de falsos positivos
debidos al elevado nimero de test realizados se utiliz6 el método de Benjamini-
Hochberg para ajustar el p-valor de cada una de las comparaciones.

2.3. Andlisis de significacion biologica

El significado biolégico de los genes diferencialmente expresados entre los
distintos grupos definidos se estudié mediante la comparacion con las bases de
datos Gene Ontology (GO) (146,147) y Reactome Pathway KnowleEGBe (148). El
objetivo de este andlisis es determinar que vias de sefalizacién o procesos
biologicos estdn méas representados en las muestras analizadas en base su
expresion génica, para lo cual estos resultados son comparados con grupos de
genes de referencia ya establecidos.

En el caso de la base Gene Ontology (GO), por cada una de las comparaciones
realizadas se obtiene un listado de los términos mas prevalentes en cada una de
las tres categorias GO definidas: Molecular Function (MF), Biological Process
(BP), y Cellular Component (CC). También proporciona varias representaciones
de los datos obtenidos para facilitar su interpretaciéon, como figuras con redes que
contienen la relacion entre los genes mas representados en cada una de las
categorias GO por cada comparacién, o un mapa un mapa con los términos mas
representados por cada categoria y comparacion.

La base Reactome Pathway proporciona un listado de las vias de sefalizacién mas
representadas en cada una de las comparaciones realizadas, asi como varias
representaciones graficas de los resultados que permiten visualizar la red de
genes encontrados en las vias més representadas, o un mapa de enriquecimiento
con estas vias relacionadas en base a su semejanza.
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3. Cibersort

Cibersort es una herramienta analitica in silico que permite la cuantificacion de
distintos tipos celulares dentro de una mezcla compleja a partir de datos de
expresion génica obtenidos mediante arrays o ARNseq (149). Los tipos celulares
que este software es capaz de identificar vienen determinados por un archivo de
referencia, que contiene datos de expresion génica generados individualmente
para cada subpoblacion de interés.

Con el objetivo de conocer la composicion de los infiltrados presentes en las
glandulas del proyecto GTEx, se analizaron los datos de expresion obtenidos
utilizando como muestra de referencia el archivo LM22 facilitado por el grupo
responsable del desarrollo de Cibersort, y que contiene informacion para la
identificaciéon de 22 subpoblaciones diferentes de leucocitos (Tabla 3).

Tabla 3. Poblaciones de células hematopoyéticas reconocidas por el software Cibersort empleando el
archivo de referencia LM22.

Linfocitos T Linfocitos B Células Moncic1tos y Celula’s. Mastocitos Eosinoéfilos
NK macré6fagos dendriticas

LT CD4 naive B cells naive En reposo  Monocitos CD en reposo En reposo En reposo

LT CD4 mem en B cells Activadas ~ Macréfagos MO CD activadas Activados Activados

reposo memory

LT CD4 mem Plasma cells Macréfagos M1

activadas

LT CD4 foliculares T cells CD8 Macréfagos M2

LT TCRy$S

LTreg

LT CD8
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EXPRESION DE PD-1, PD-L1Y PD-L2 EN PACIENTES EN PACIENTES
CON EAT

1. Expresion de PD-1, PD-L1y PD-L2 en CMSPs y LITs

El analisis de la expresion de PD-1, y de sus ligandos, PD-L1 y PD-L2 se llevo a
cabo en un primer momento mediante citometria de flujo. Para ello se utilizaron
muestras de CMSPs obtenidas de donantes de sangre (n=10), y muestras
apareadas de CMSPs (n=10) y mLITs (n=10) obtenidas de pacientes con EGB. En
un experimento previo se comprob6 que el fenotipo de los linfocitos T de
muestras de mLITs y eLITs es similar, la tinica diferencia que se observd entre
ambos tipos de muestra fue una expresion ligeramente superior de PD-1 en
células CD4 de eLITs comparadas con mLITs (Datos no mostrados). La principal
razon para la utilizacion de mLITs en vez de eLITs se debe a que su obtencién es
menos laboriosa, y permite ademés el procesamiento de las muestras de CMSPs
y mLITs en paralelo el mismo dia de su obtencién, ya que no es necesario realizar
un paso previo de cultivo de la suspensién celular obtenida mediante digestion
enzimatica.

1.1. Subpoblaciones de memoria en LT periféricos e infiltrantes

Mediante la expresion de CD45RA y CCR7 se analiz6 la composicion de los
compartimentos naive y de memoria de las poblaciones de linfocitos T CD4 y
CDS8. En nuestra serie se observo una ligera disminucién de la subpoblacion CD4
naive en CMSPs de pacientes con EGB frente a CMSPs de controles sanos,
también se da de forma paralela un aumento de la subpoblacion de células CD4
efectoras, aunque estos cambios no son estadisticamente significativos (p = 0.054
y p = 0.112, respectivamente), y constituyen una tendencia clara. No se
observaron diferencias en el caso de los linfocitos CD8 entre CMSPs de pacientes
con EGB y controles.

Las muestras de LITs contenian un 56,0 + 11,2% por linfocitos T, de los cuales un
48,1 + 18,1% eran células CD4+, y un 42,8 + 14,8% eran CD8+, valores que no
presentan diferencias significativas con respecto a CMSPs de controles y
pacientes con EGB (Figura 12A), aunque en el caso de mLITs, tanto la poblacién
CD4 como CDS8 estaban compuestas en su mayoria por células efectoras y de
memoria central. Si comparamos las subpoblaciones de memoria entre CMSPs y
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mLITs de pacientes con EGB, observamos una disminucién de la subpoblacién
de células naive en linfocitos CD4 (8,49 + 4,89 vs. 27,10 + 12,84; p < 0,001) y en
linfocitos CD8 (10,66 + 4,05 vs. 33,02 + 14,71; p < 0,0001); de forma paralela se
constata un aumento estadisticamente significativo de la subpoblacion de células
efectoras tanto en linfocitos CD4 (29,94 + 8,43 vs. 49,18 + 15,47; p < 0,001), cOMO
en linfocitos CD8 (30,14 + 8,75 vs. 53,82 + 4,59; p < 0,0001). No se observan
diferencias significativas en las subpoblaciones TEMRA y TCM entre mLITs y
CMSPs de pacientes con EGB o de controles. Todas las diferencias observadas
entre mLITs y CMSPs de pacientes con EGB se reproducen de forma similar al
comparar las muestras de mLITs con CMSPs de controles (Figura 12B).
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Figura 12. (A) Proporcion de linfocitos T CD3+, y de las poblaciones CD4 y CD8, y (B)
distribuci6on de las subpoblaciones de memoria CD4 y CD8 en las muestras de sangre periférica
de controles y paciente con enfermedad de Graves, y en linfocitos infiltrantes del tiroides en
pacientes con enfermedad de Graves. ***p < 0.001: ****p < 0.0001
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1.2. Expresion de PD-L1y PD-L2 en CMSPs y LITs

La cantidad de tejido fresco obtenido de pacientes con EGB y el grado de
infiltracion de estos condiciona enormemente la capacidad de obtencién de
mLITs y eLITs, es por ello por lo que el nimero de células recuperadas durante
el procesamiento de las muestras se convertia en un factor limitante para la
realizacion de subsiguientes experimentos. En base a la bibliografia, en este tipo
de muestras se decidi6 dar prioridad a la determinacién de PD-1 frente a la de sus
ligandos, realizando el estudio de la expresion de PD-L1 y PD-L2 solo en aquellas
muestras en la que el nimero de células obtenidas asi lo permitiese. Se realizo la
determinacion de PD-L1 en 8 de las 10 muestras, y PD-L2 en 2 de las 10 muestras
incluidas en esta seccion del proyecto. A pesar de no realizarse un anélisis
estadistico de los resultados debido al reducido nimero de muestras, no se
observaron diferencias en la expresion de PD-L1 o PD-L2 en linfocitos T o en
monocitos entre CMSPs de controles y pacientes con EGB, o entre CMSPs y
mLITs de pacientes con EGB (Datos no mostrados).

1.3. Expresion de PD-1 en CMSPs y LITs

La expresion de PD-1 se analiz6 en el total de linfocitos T CD4 y CD8, y en cada
una de las subpoblaciones de memoria previamente definidas por la expresion de
CD45RA y CCR7.

La proporcion de células CD4 PD-1+ observada fue superior en CMSPs de
pacientes con EGB comparada con la de CMSPs de controles (16,9 + 5,4 vs. 9,8 +
5,4; p < 0,05), en cambio, no hubo diferencias en la expresion de PD-1 en
linfocitos CD8 entre estos dos grupos (Figura 13A). Si comparamos la expresion
de PD-1 dentro de cada una de las subpoblaciones de memoria de linfocitos CD4
entre CMSPs de paciente con EGB y de controles, observamos un aumento de
expresion de PD-1 estadisticamente significativo en células TEMRA (6,3 + 7,7 vs.
1,9 + 1,5; p < 0,05). Sin embargo, solo se observaba una tendencia, que no llegb a
ser estadisticamente significativa, en las subpoblaciones efectoras (29,8 + 4,8 vs.
23,1+ 9,2; p = 0,054), TCM (21,1 £ 4,8 vs. 15,4 Vs. 6,6; p = 0,054), y naive (1,62
+ 1,14 vs. 0,87 £ 1,08; p = 0,065) (Figura 13B). De forma similar a lo observado
en el conjunto de la poblacion de células CD8, no se detectan diferencias
significativas en la expresion de PD-1 al comparar individualmente cada una de
sus distintas subpoblaciones de memoria.
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A continuacion, se estudiaron las diferencias de expresion de PD-1 entre las
muestras de CMSPs y mLITs de pacientes con EGB. Cabe destacar que, durante
el andlisis de los resultados obtenidos se observd que la expresion de PD-1 en
linfocitos T periféricos, cuando esta era positiva, mostraba una distribucion
continua con medias de intensidad de fluorescencia (MFI) relativamente bajas;
mientras que en mLITs la distribucion, si bien seguia una distribucion igualmente
continua, la intensidad de la sefial alcanzaba valores muy superiores en un
porcentaje variable de los linfocitos CD4 y CD8. En base a estos patrones de
expresion se definieron tres subpoblaciones de células T segin la intensidad de
expresion de PD-1: células PD-1 negativas (PD-17¢8), PD-1 positivas de expresion
intermedia (PD-1int), y PD-1 positivas de alta expresion (PD-1hi) (Figura 14A).
En un primer analisis se observa que el porcentaje total de expresion de PD-1,
suma de las poblaciones PD-1int y PD-1hi, es significativamente superior en
mLITs con respecto a las correspondientes muestras de CMSPs de pacientes con
EGB, tanto en el conjunto de linfocitos T CD4 (48,6 + 14,9 vs. 16,9 £ 5,4; p <
0,001) como de linfocitos T CD8 (44,5 + 16,0 vs. 15,9 + 10,1; p < 0,001) (Figura
14B). A continuacion, se estudio el porcentaje de células PD-1int, PD-1hi, y el
total de células PD-1+ en las distintas subpoblaciones de memoria CD4 y CD8
entre CMSPs y eLITs. Estos tres conjuntos de células PD-1 positivas estan
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significativamente aumentados en la mayor parte de las subpoblaciones de
memoria en mLITs con respecto a CMSPs. Las mayores diferencias de expresion
de PD-1 entre CMSPs y mLITs de pacientes con EGB se observan en las
subpoblaciones TCM y efectoras, tanto en linfocitos CD4 como CD8. Como
consecuencia de los distintos patrones de expresion de PD-1 en CMSPs y mLITs
descritos anteriormente, la subpoblacion de células T PD-1hi es casi exclusiva de
muestras de mLITs. Este tipo de linfocitos infiltrantes CD4 o CD8 con alta
expresion de PD-1 presentan en su mayoria un fenotipo efector o TCM,
detectandose raramente células CD45RA+ con este patron de expresion de PD-1
(Figura 14C-D y Tabla 4).

100+
w* o PD-1  PD-1M 0 PD-1"  PD-1h = L
3 1 80+
w0 10t §-
i + 9071
m ~—
[a] . i
ol . . g %
0" 0
- - f= =
o d LI |

0?4 CMSPs _ LITs  CMSPs _ LITs

a0 ot w* a0 w* W CD4+ CD8+
C PD-1in PD-1" PD-1 total

100 100 100

80 80 80 ] -
g - - E £
E 60 - : z 60 g 60
a - g —_ g
2 g
R . ™ w g n [ ] S -
a - ‘ [] S n © . L]

w0{ —— -i * [ L] 20 . ﬂ i o - ; i

n-*ﬁ' [ pp— W ) U-EQ.

CMSPs  LITs CMSPs LITs CMSPs LITs CMSPs  LITs CMSPs UTs CMSPs LITs CMSPs LITs CMSPs LITs CMSPs  LITs CMSPs  LITs CMSPs LITs CMSPs  LITs

Naive Tenaa Tom Efector Naive o Tew Efector Naive Tewer T Efector

CDB+ PD-1+ (%)

N TTE i A i .,a%ﬁ ﬂ

CMSPs  LITs CMSPs LITs CMSPs LITs CMSPs LITs CMSPs  LITs CMSPs LITs CMSPs LITs CMSPs LITs CMSPs  LITs CMSPs  LITs CMSPs  LITs  CMSPs  LITs
Naive Towms Tom Ffector Naive: Efector Naive Tewea Tem Efectar

CD8+ PO-Lint (%)
2
3
'l. =4y ‘
[
foleeen
€08+ PO-Lhi (%)
-

Figura 14. (A) Imagen representativa de los distintos patrones de expresion de PD-1 en células
T de sangre periférica e infiltrantes de tiroides en pacientes con enfermedad de Graves. Las
células PD-1+ pueden diferenciarse segin su MFI en las subpoblaciones de expresion

intermedia (PD-1mt) y alta (PD-1hl). (B) Comparacién de la expresion de PD-1 entre CMSPs y
LITs de pacientes con enfermedad de Graves en células CD4 (rojo) y CD8 (verde). (C-D)
Distribucion de los distintos grupos de expresién de PD-1 en las subpoblaciones de memoria T
CD4 (C) y CD8 (D) entre muestras apareadas de CMSPs y LITs en pacientes con enfermedad
de Graves. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001.
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Tabla 4. Anélisis estadistico de los grupos definidos en base a la expresion de PD-1 en las subpoblaciones de
memoria CD4 y CD8 entre muestras apareadas de CMSPs y eLITs de pacientes con enfermedad de Graves.

PD-1int PD-1hi PD-1+ (PD-1int + PD-1Mi)
PBMCs ITLs PBMCs ITLs PBMCs ITLs

(MeanSD) (MeanSD) p-value (MeantSD)  (MeantSD) p-value (MeanSD) (MeanSD) p-value
b4 16.66+5.36  33.83+10.08 <0.01 0.28+0.18 14.73£11.45 <0.01 16.94+5.44  48.56+14.86 <0.01
CD4 Naive 1.61+1.14 5.60+4.31 <0.05 0.01+0.01 0.91£1.27 0.11 1.62+1.14 6.50£5.23 <0.05
CD4 Temra 6.31+7.67 12.18+7.02 <0.05 0.03+£0.05 1.35+1.88 <0.05 6.33+7.71 13.53+8.21 <0.05
CD4 Effector 29.24+4.26 40.15£9.66 <0.01 0.59+0.36 18.46£13.22 <0.01 29.83+4.32 58.61+13.86 <0.01
CDh4 CM 20.78+4.63  34.82+9.984 <0.01 0.33+0.27 14.36+11.59 <0.01 21.11+4.77  49.18+15.47 <0.01
CD8 15.7649.98  29.91+12.62 <0.01 0.18+0.20 14.63£15.54 <0.01 15.94+10.06 44.54+16.07 <0.01
CD8 Naive 3.79+£2.84 6.62+4.01 <0.01 0.00£0.01 0.03+0.09 1 3.79+£2.84 6.64+4.03 <0.01
CD8 Temra 12.0148.13 11.60+7.11 0.85 0.06+0.09 0.25+0.54 0.13 12.06+8.18 11.85+7.39 0.92
CD8 Effector 27.52+16.06  36.29+14.98 <0.05 0.40+0.53 19.48+19.02 <0.01 27.93+16.28 55.76%18.11 <0.01
CD8 CM 21.12+¢12.73  33.85%15.42 <0.01 0.35+0.40 16.27+£17.09 <0.01 21.47+12.97 50.12+18.31 <0.01

1.4. Anélisis histolégico de la expresion de PD-1

La expresion de PD-1 en aquellos linfocitos T que infiltran el tiroides se estudid
de forma paralela mediante inmunofluorescencia indirecta (IFI) en una seleccion
de secciones de glandulas de pacientes con EAT (EGB = 9 y HT = 5). Con el
objetivo de confirmar las observaciones realizadas mediante citometria de flujo,
se realizaron marcajes dobles para CD4 + PD-1y CD8 + PD-1 en cada muestra. Si
bien el anilisis de la expresiéon de PD-1 mediante IFI no permite la clasificacion
de los linfocitos T en base a la intensidad de la senal, si que permite la
cuantificacion del ntimero total de células PD-1+, y obtener informacion sobre la
distribucion de estas dos poblaciones de células en los tejidos autoinmunes.

En muestras de pacientes con EAT, los linfocitos pueden encontrarse en
infiltrados de tamafio variable, que pueden ademaés estar organizados como
foliculos linfoides, en ocasiones con presencia de centros germinales. En las
muestras analizadas, la mayor parte de los linfocitos T CD4 se distribuian
formando parte de estos infiltrados focales, al contrario que los linfocitos CD8,
los cuales suelen presentar un patron de infiltracion mas difuso (Figura 15). En
general, en las muestras de pacientes con EGB solo una pequeiia proporcion del
parénquima suele encontrarse sustituido por infiltrado linfoide, mientras que
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tejidos de pacientes con HT la pérdida de tejido tiroideo a expensas de células
infiltrantes y tejido linfoide terciario suele ser siempre mayor, y puede llegar a
suponer méas de un 50% del volumen de la glindula en determinadas zonas. En
cuanto a la expresion de PD-1, en secciones de tiroides de pacientes con EAT esta
se observaba siempre en células de morfologia linfoide, tanto en grandes
infiltrados como en pequenos grupos de células en el intersticio entre foliculos.
En aquellos tejidos sin patologia autoinmune o presencia de tiroiditis focal, la
expresion de PD-1 era negativa o relegada a unas pocas células, de nuevo de
morfologia linfoide, distribuidas de manera difusa en el parénquima.

Figura 15. Imagenes representativas de la expresiéon de PD-1 en linfocitos (A) CD4 y (B) CD8
en secciones de tiroides congeladas de pacientes con enfermedad de Graves. Las flechas blancas
marcan linfocitos CD4 y CD8 infiltrantes positivos para PD-1. En estas secciones la expresi6on
de citoqueratina (CK) se utilizado para identificar las células foliculares tiroideas.

La cuantificacién mediante IFI confirma el alto porcentaje de expresion de PD-1
en LITs de pacientes con EAT ya descrito previamente mediante citometria de
flujo (Tabla suplementaria 9). Sin embargo, el porcentaje de linfocitos T PD-
1+ cuantificados mediante esta técnica resulto6 superior al observado previamente
mediante citometria de flujo, tanto en células CD4 (44,5 + 14,7 vs. 61,4 + 6,9; p <
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0,001), como en CD8 (454 + 15 vs. 61,6 + 8,3; p < 0,01) (Figura
suplementaria 1). Una posible explicacion para este hecho es que el estudio de
PD-1 en secciones de tejido permite la observacion del total de linfocitos
infiltrantes, sin embargo, el proceso de obtencién de la fraccion de mLITs podria
favorecer la extraccion de células con menor expresion de moléculas de adhesion,
lo cual podria conllevar un enriquecimiento en los linfocitos menos activados
presentes en el tejido, introduciendo de esta manera un sesgo en el analisis.

Si comparamos la expresion de PD-1 en LITs entre muestras de pacientes con
EGB y pacientes con HT no se encuentran diferencias estadisticamente
significativas en las poblaciones de linfocitos T CD4 (63,3 + 7,7 vs. 57,9 + 3,6; p
= 0,438) y CD8 (64,2 + 7,2 vs. 57,1 + 10,1; p = 0,19), a pesar de esto se observa
una tendencia que podria indicar una mayor expresiéon de PD-1 en las muestras
de pacientes con EGB. La ausencia de significaciéon estadistica podria deberse al
reducido nimero de muestras, especialmente en el grupo de muestras de
pacientes con HT, suponga una limitacion importante para el anélisis de los
resultados.

1.5. Correlacion de la expresion de PD-1 en linfocitos y parametros analiticos

Se revisaron las historias clinicas de los pacientes incluidos en el estudio de
expresion de PD-1 en CMSPs y mLITs. Se recopilaron datos clinicos como el
tiempo de la evolucién de la enfermedad hasta su intervencion, tratamientos
farmacologicos previos, o la presencia de oftalmopatia, y también datos
analiticos, como los niveles de TSH, T3 y T4 libres para valorar la funcién
tiroidea, o la presencia de autoanticuerpos especificos contra antigenos tiroideos
en el momento del diagnéstico (Tabla 3).

No se encontré ninguna correlaciéon entre la expresion de PD-1 en CMSPs o
mLITs y los parametros analiticos recogidos, o entre los niveles de TSH, T3 o T4.

La determinacién de los anticuerpos anti-TG, anti-TPO y anti-TSH-R se realiz6
en el momento del diagnostico en 8 de los 10 pacientes, siendo positivos en el
50%, 88%, y 100% de estos, respectivamente. Debido a que la expresion de PD-1
esta relacionada con estados funcionales muy diversos en el conjunto de los
linfocitos T, el porcentaje de células periféricas o infiltrantes positivas para este
marcador podria servir como una mediciéon indirecta del estado de la respuesta
autoinmune. Por ello, se analizo la correlacion entre los niveles de los distintos
autoanticuerpos y el porcentaje de células PD-1int, PD-1hi y PD-1+ (PD-1int +
PD-1hi) en el total de linfocitos CD4 y CD8 y sus subpoblaciones de memoria,
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tanto en CMSPs como en mLITs. En el compartimento de linfocitos CD4 se
encuentra una correlacion positiva entre el porcentaje de células naive PD-1+ en
mLITs y los niveles de anticuerpos anti-TPO (r = 0,73; p < 0,05); asi mismo, los
niveles de anticuerpos anti-TG se correlacionan positivamente con el porcentaje
de células PD-1+ en el total de células CD8 en CMSPs (r = 0,81; p < 0,05), y con
el porcentaje de células PD-1int en el total de células CD8 en mLITs (r = 0,74; p
< 0,05) (Figura 16A-C).
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Figura 16. Correlacion de los niveles de (A) autoanticuerpos anti-TPO con la expresiéon de PD-
1 en células T naive infiltrantes, y los niveles de autoanticuerpos anti-TG con (B) la expresion de

PD-1 en linfocitos T CD8 circulantes, o (C) con el porcentaje de linfocitos T CD8 infiltrantes con
int

expresion intermedia de PD-1 (PD-1 ).

2. Expresion de PD-L1y PD-L2 en tiroides

Dada la alta expresion de PD-1 detectada mediante inmunofluorescencia
indirecta y citometria de flujo en linfocitos CD4 y CD8 que infiltran el tiroides de
pacientes con EAT, se confirma el interés del estudio de la expresion de sus
ligandos naturales, PD-L1y PD-L2.

El analisis su expresion se realiza principalmente mediante inmunofluorescencia
indirecta sobre secciones de tejido congelado, aunque también se disponen de
datos de expresion mediante citometria de flujo en un reducido nimero de
muestras de pacientes con EGB y BMN, estas forman parte de experimentos
posteriores de digestion de tejido tiroideo para su cultivo y estimulacion in vitro.
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2.1. Expresion basal en suspensiones celulares

Muestras de tejidos fresco de tiroides de pacientes con EGB o BMN se
dispersaron segin el protocolo ya descrito. Brevemente, las suspensiones
celulares se filtraron para eliminar la mayor parte de restos celulares y las
agrupaciones de células parcialmente digeridas, para cada una de estas muestras
se preparan cuatro tubos para su analisis mediante citometria de flujo segin el
protocolo descrito previamente en la seccion «Material y métodos». La expresion
de PD-L1 y PD-L2 se estudi6 en suspensiones celulares frescas de pacientes con
EGB (n = 3) y BMN (n = 3), un nimero insuficiente de muestras para realizar un
analisis estadistico de los resultados. Debido a esto, los resultados obtenidos son
meramente descriptivos, sirviendo solo como guia para la realizacién de un
estudio mas amplio mediante inmunofluorescencia indirecta.

Comparadas con las muestras control de pacientes con BMN, en las muestras de
pacientes con EGB los CFTs mostraban una expresion superior de HLA de clase
I, ademas de una expresion de HLA-DR aumentada, tanto en cuanto a porcentaje
de células positivas, como a su MFI. Los CFTs de muestras de tiroides
autoinmunes presentaban un mayor porcentaje de expresion de PD-Li
comparados con los controles, aunque en ambos casos las células positivas
mostraban una baja intensidad de la sefial. En cuanto a PD-L2, no se detect6 su
expresion en CFTs de tiroides controles o autoinmunes, siendo su sefial en todos
los casos equiparable a la obtenida mediante el correspondiente control de isotipo
(Figura suplementaria 2A-B).

2.2. Expresion en secciones de tejido congelado

Con el objetivo de corroborar los resultados iniciales observados en el estudio
piloto mediante citometria de flujo, se analiz6 la expresion de PD-L1y PD-L2 por
tincion de inmunofluorescencia indirecta en secciones de tiroides
criopreservados.

La expresion de PD-L1 se estudié en muestras de pacientes con BMN (n = 16), y
pacientes con EAT, tanto EGB (n = 17) como HT (n = 5). La baja expresion de PD-
L1, incluso en tejidos control empleados para su titulaciéon, como el ganglio
linfatico o el bazo, y la baja afinidad de los anticuerpos comerciales, requiri6 de
un gran nimero de pruebas para identificar los mejore reactivos y establecer las
mejores condiciones de tincion. Para su optimizaciéon se probaron maultiples
variantes del protocolo de tincion con distintas condiciones de incubacion y
combinacion de anticuerpos. Se probaron hasta cuatro anticuerpos primarios
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anti-PD-L1, de ellos solo los anticuerpos primarios producidos por Biolegend y
Cell Signaling (Tabla suplementaria 10) se consideraron aptos para su uso en
base a las pruebas realizadas en secciones de tejidos control.

En el caso de PD-L2, se estudio6 su expresion en muestras de pacientes con BMN
(n = 6), y pacientes con EAT, EGB (n = 5) y HT (n = 4). De forma analoga a lo
explicado anteriormente en el caso de PD-L1, se titularon y probaron en tejidos
control hasta dos anticuerpos primarios distintos (Tabla suplementaria 11).
En este caso ambos anticuerpos se consideraron aptos para su uso mediante
inmunofluorescencia indirecta.

2.2.1. Expresion PD-L1y PD-L2: IFI simple

En primer lugar, para estudiar la expresion de ambos ligandos en tiroides se
estudiaron los tejidos correspondientes segun el protocolo de tincidon descrito en
la seccion «Material y métodos».

Mediante IFI se confirmo la expresion de PD-L1 en secciones de tiroides. En base
a la morfologia y a su disposiciéon en el tejido, la mayor parte de las células
positivas se identificaron como CFTs por su caracteristica disposicién como
epitelio simple formando los foliculos del tiroides (Figura 17A). En algunas
muestras se observé un numero variable de células PD-L1 positivas con aspecto
de macrdéfagos, situadas en la luz de algunos foliculos o en el espacio entre los
capilares y el epitelio. Se observo la presencia de CFTs PD-L1+ en un 86% de las
muestras de pacientes con EAT estudiadas, mientras que solo el 25% de las
muestras de pacientes con BMN mostraban células PD-L1+, generalmente en
menor namero que en el caso de tejidos. Es poco frecuente observar CFTs PD-
L1+ aislados, siendo lo més normal encontrar foliculos formados por un
porcentaje variable de CFTs positivos; es probablemente debido a este hecho, que
en estos tejidos la distribucion de PD-Li tenga generalmente un patron
parcheado, con zonas de alta expresion alternadas con zonas en la que la mayor
parte de los foliculos y los CFTs que los forman son negativos. Debido a que la
expresion de PD-L1 se observd principalmente en CFTs y que, ademas, esta
parecia variar en funcion del diagnoéstico de los pacientes, se decidi6 analizar en
mayor profundidad este fenomeno. Para ello, la expresion de PD-L1 en CFTs
identificadas en base a su morfologia fue evaluada a ciegas, sin conocer el
diagnostico del paciente al que pertenecian, por dos observadores
independientes. A cada tejido se le asign6 una puntuaciéon correspondiente a una
escala semi-cuantitativa, cuyos criterios fueron los siguientes:
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O: negativo, ausencia de expresion de PD-L1 en CFTs en ningun foliculo

de la seccidn evaluada.

1: por lo menos un foliculo en el cual el 25% de CFTs fuesen positivos para
PD-1L1

2: mas de un foliculo tiroideo, pero menos del 50% de estos, debian

presentar al menos un 25% de CFTs positivos para PD-L1

3: mas del 50% de los foliculos observados presentaban al menos un 25%

de CFTs positivos para PD-L1

Las puntuaciones asignadas independientemente por cada observador
presentaron una concordancia del 76% entre si, por lo que a partir de ambas se
calcul6 la media para cada una de las muestras (Tabla suplementaria 12). Se
detect6 la expresion de PD-L1 en CFTs en 13 de las 16 muestras de pacientes con
EGB (81%) y en todas las muestras de pacientes con HT, siendo la puntuaciéon
media asignada entre los dos observadores de 0,8 y 1,75 para cada grupo,
respectivamente. Por el contrario, en el grupo de muestras control de tiroides no
autoinmunes 12 de los 16 tejidos analizados (75%) fueron negativos en cuanto a
la expresion de PD-L1 en CFTs, obteniéndose una puntuaciéon media de 0,2 para
este grupo, y no superandose en ninguna de las secciones observadas una
puntuacién de 1, con lo que las muestras de BMN, en aquellos casos en los que
son positivas, presentaron niveles de expresion reducidos (Figura 17B).

Por el contrario, la expresion de PD-L2 mediante IFI fue negativa en todos los
tejidos estudiados independientemente del diagnostico de estos, y del anticuerpo
empleado para su deteccion. Estos resultados confirmaron los obtenidos
mediante citometria de flujo en suspensiones de CFTs tras la digestion de tejido
fresco.
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Figura 17. (A) Im4genes de inmunofluorescencia indirecta que muestran una seccién de tiroides
de un paciente con bocio multinodular (izquierda) negativa para la expresiéon de PD-L1, y una
seccion de tiroides de un paciente con enfermedad de Graves (derecha) en la que se puede
observar la presencia de foliculos en los que 1a mayoria de las CFTs son PD-Li+ (flechas blancas).
(B) Distribuciéon de la puntuacion asignada para la expresion en tirocitos de PD-L1 en las
glandulas estudiadas y clasificadas segin el diagnéstico.

2.2.2. Distribuciéon de PD-L1: IFI triple

Para confirmar la expresion de PD-L1 por parte de los CFTs, y estudiar su posible
relacion con otros tipos celulares, se realizaron una serie de tinciones triples
mediante IFI. Un namero reducido de muestras representativas de cada grupo de
pacientes fueron seleccionadas, y tenidas empleando tres protocolos con
diferentes combinaciones de anticuerpos primarios y sus correspondientes
anticuerpos secundarios. Las proteinas estudiadas en cada uno de ellos se
muestran en la Tabla 5.
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Tabla 5. Combinacién de anticuerpos empleada en cada protocolo de
inmunofluorescencia indirecta triple para el estudio de colocalizaci6én
de PD-L1 con distintos marcadores de CFTs y/o CMSPs.

Protocolo #1 Protocolo #2 Protocolo #3
PD-L1 PD-L1 PD-L1
TPO TPO TPO
CD45 HLA-DR PD-1

La deteccion combinada de PD-Li, TPO y CD45 permitié en primer lugar
confirmar los resultados observados inicialmente mediante IFI simple, en los que
la mayor parte de células PD-L1+ se identificaron como CFTs en base a su
disposicion y morfologia. La tincidon para de PD-L1 es negativa en la mayor parte
de los tejidos control, pero positiva en muestras de pacientes con EAT, y su
expresion esta limitada principalmente a CFTs TPO+. La presencia de hiperplasia
folicular es una caracteristica conocida de las glandulas de pacientes con EGB no
bien tratados, estos cambios morfolégicos de los CFTs pueden acompaiarse de
variaciones en los niveles de expresion de TPO (Figura 18A), aunque no pudo
observarse una relacidon directa entre estos cambios y la expresion de PD-L1. Por
otro lado, todas las glandulas que presentaban CFTs PD-Li+ en esta serie
mostraban ademés infiltrados CD45+ de distinto grado, aunque no se apreci6é una
relacion directa entre la localizacion de infiltrados focales y la presencia CFTs PD-
L1+ en los foliculos circundantes (Figura 18A-B).

Figura 18. Imigenes de inmunofluorescencia indirecta representativas de secciones de
tiroides de pacientes con enfermedades autoinmunes del tiroides que muestran (A) zonas
delimitadas con linea discontinua con marcadas diferencias en la morfologia y expresion de TPO
en tirocitos, y (A-B) CFTs TPO+PD-L1+ asociados a areas con distinto grado de infiltracién
linfoide. Las marcas de escala equivalen a 5oum.
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La expresion de moléculas de HLA de clase II, y en particular de HLA-DR, es
caracteristica de células presentadoras de antigeno, como macrofagos, células
dendriticas o linfocitos B, pero también puede darse en linfocitos T activados,
células endoteliales, o células epiteliales activadas por IFN-y. Como ya se ha
comentado anteriormente, la expresion de HLA de clase II en tirocitos de
glandulas autoinmunes, o con tiroiditis focal, se conoce desde hace afios, y su
induccion se cree mediada principalmente por IFN-y, citocina que ademas es la
principal citocina inductora de PD-L1 de acuerdo con la bibliografia. Por ello
analiz6 la relacion entre las expresion de estas moléculas en estos tejidos. En la
serie analizada, las secciones de tejidos autoinmunes, pero no de controles,
presentaban una expresion difusa de HLA-DR en CFT que abarcaba la gran parte
del area evaluada, y que contrastaba con la expresion parcheada de PD-L1, siendo
ésta mucho mas reducida en extension e intensidad. Esta expresion podia
solaparse en ocasiones observandose algunos CFTs HLA-DR+ PD-L1+, pero sin
llegar a ser la norma general, ya que las zonas con mayor de expresion de PD-L1
no presentan necesariamente alta expresion de HLA-DR (Figura 19).

Figura 19. Imagen de inmunofluorescencia indirecta representativa que muestra los distintos
patrones de expresion de HLA-DR y PD-L1 en CFTs en secciones de tiroides de pacientes con
enfermedades autoinmunes. La zona ampliada corresponde con tirocitos TPO+ que coexpresan
PD-L1y HLA-DR con alta intensidad. Las marcas de escala equivalen a 5opum.
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Anteriormente demostramos mediante citometria de flujo e IFI la alta expresion
de PD-1 en linfocitos infiltrantes en pacientes con EAT, por ello se estudi6 de
forma simultanea la expresion de esta molécula y de su receptor, PD-L1, en esta
serie de muestras. Si bien no se utilizé de un marcador linfocitario, la mayor parte
de las células PD-1+ podian identificarse en base a su morfologia como linfocitos
infiltrantes, siendo su distribucion similar a la ya observada en las tinciones de
IFI doble para CD4 + PD-1 y CD8 + PD-1. La presencia de células de aspecto
linfoide PD-1+ era abundante en todos los tejidos de pacientes con EAT, aunque
el namero de ellas variaba entre muestras. La presencia de infiltrados focales o
difusos con células PD-1+ parecia no determinar la expresion de PD-L1 en los
CFTs de foliculos colindantes. A pesar de esto, si pudieron observarse algunas
zonas en las que células PD-1+ se encontraban en la vecindad de zonas con
abundantes CFTs PD-L1+ (Figura 20).

Figura 20. Imagen de inmunofluorescencia indirecta representativa de
una seccion de tiroides de un paciente con enfermedad de Graves que
muestra un area de expresion de PD-L1 en CFTs proximo a un infiltrado
focal PD-1+. La marca de escala equivale a 5oum.
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3. Expresion de CMTM4 y CMTMS6 en tiroides

CMTM4 y CMTMS6 son proteinas que pertenecen a la superfamilia de moléculas
tipo quimiocina. CMTM4 y CMTM6 se expresan de manera ubicua en la mayor
parte de los tejidos humanos. Tras la endocitosis de las moléculas de PD-L1
expresadas en superficie CMTM6 inhibe su poliubiquitinacién, protegiendo a
PD-L1 de la protedlisis y favoreciendo su reciclaje. Por su parte, CMTM4 esta
principalmente implicada en la regulacion del ciclo celular, actuando como
inhibidor de la replicacion al inducir una acumulacion de las células en la fase
G2/M, sin embargo, recientemente se ha descrito su posible participacion en la
regulacion de PD-L1, sobre todo en ausencia de CMTM6 (150—152).

Con el objetivo de investigar si las diferencias de expresion de PD-L1 observadas
entre tejidos control y tejidos de pacientes con EAT podian deberse a alteraciones
en su regulacion postraduccional, se estudié mediante IFI simple la expresion de
CMTM4 y CMTMS6 en una serie de secciones de pacientes con BMN (n = 5) y
pacientes con EGB (n = 7). Tanto CMTM4 como CMTMG6 se expresaban con alta
intensidad en CFTs de todos los tejidos estudiados, siendo independiente tanto
su patréon de expresion como su intensidad del diagnéstico inicial, un ejemplo de
esta expresion se muestra en la Figura 21A-B. Estos altos niveles de expresiéon
concuerdan con lo descrito a nivel transcripcional por la base de datos GTEx
(https://m.gtexportal.org), en la que el nimero de transcritos de CMTM4 y

CMTMG6 en el tiroides, cuantificados mediante ARNseq, estan entre los més altos
de todos los tejidos estudiados.

Figura 21. Secciones de tiroides de pacientes con enfermedad de Graves que muestran la
expresion de (A) CMTM4 y (B) CMTMS6 en células epiteliales tiroideas.
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4. Expresion de IFN de tipo Iy II en tiroides

El analisis transcriptomico de glandulas tiroideas autoinmunes ha demostrado la
presencia de una signatura de senalizacion por IFN de tipo I y II en tiroides de
pacientes con EAT (11). Se ha observado que los CFTs de glandulas que presentan
tiroiditis focal, o infiltrados extensos como consecuencia de una enfermedad
autoinmune bien establecida, pueden presentar expresion ectopica de HLA de
clase II, la cual se ha relacionado con la produccion local de distintos tipos de
interferones. A su vez, se ha demostrado que el IFN-y es el principal inductor de
PD-L1 en diversos tipos celulares, pudiendo ademas presentar sinergia con el
efecto de otras citocinas. Mediante IFI triple en secciones de tiroides hemos
confirmado que tanto HLA-DR como PD-L1 se expresan en CFTs de pacientes
con EGB, solapandose su expresion en algunas de estas células, es probable que
la induccion de ambas moléculas en estos tejidos este principalmente regulada
por la presencia de IFN-y. Debido a ello se consider6 de interés estudiar la
expresion de distintos tipos de IFNs en muestras de tiroides de controles y de
pacientes con EAT.

4.1. Expresion génica relativa de IFNs tipo Iy II

Segun lo descrito en el apartado correspondiente de Material y métodos, se
procedié a determinar la expresion relativa de los genes de la familia de los
interferones IFNA1, IFNA4, IFNB1, IFNG, ademéas del gen SOCS1 inducido de
forma temprana por IFN-y, y que participa en un circuito de regulacion negativa
que controla su sefializacion. El estudi6 de su expresion se realizé mediante qPCR
en muestras de ARN obtenidas de tejido congelado de las glandulas empleadas
anteriormente para el analisis de la expresion de PD-L1 mediante IFI.

Se observo un aumento significativo de la expresion relativa de IFNG en muestras
de pacientes con HT con respecto a muestras de pacientes con EGB (5,6 + 3,6 vs.
1,2 + 2,1, p < 0,05) y a muestras control de BMN (5,6 + 3,6 vs. 0,8 £ 1,7, p < 0,05)
(Figura 22A), esto es probablemente debido a la mayor extension de los
infiltrados presentes en estos tejidos y al aumento de la inflamacién local que esto
supondria. Aunque pudo observarse un ligero aumento de la expresion en
muestras de pacientes con EGB frente a controles, este no fue estadisticamente
significativo. No existio ninguna diferencia en la expresion relativa de los genes
de IFNs de tipo IFNA1, IFNA4 e IFNB1 entre los distintos grupos de glandulas
segun su diagnostico. En cuanto a SOCS1, se observa una expresion relativa
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media superior en muestras de pacientes con HT, lo cual podria estar relacionado
con la mayor presencia de IFNG, aunque estas diferencias no fueron
estadisticamente significativas.
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Figura 22. Anélisis de la expresion IFNs de tipo Iy II en tiroides de controles y pacientes con
EAT. (A) Expresion relativa de IFNA1, IFNA4, IFNB, IFNG y SOCS1 en tiroides de pacientes con
BMN, EG y TH. (B) Correlacion entre la expresion de los genes estudiados y la puntuaciéon
asignada a cada muestra en base a la expresiéon de PD-L1 en tirocitos.

4.2.Correlacion con la expresion de PD-L1

La expresion de PD-L1 en CFTs no esta restringida a tejidos de pacientes con EAT
bien establecidas, sino que también se observd a bajos niveles en algunas
muestras de tiroides con BMN, principalmente en aquellos en los que se observo
la presencia de tiroiditis focal. Por ello se estudi6 la correlacion de cada uno de
los genes cuya expresion relativa se determindé mediante qPCR con la expresion
de PD-L1 segun la puntuaciéon asignada a cada muestra mediante IFI simple, y
cuyos criterios se explicaron anteriormente. Existe una correlacion positiva entre
la expresion relativa de IFNG y la puntuacion asignada para la expresion de PD-
L1 (r=0,44, p < 0,01), siendo esta independiente del diagnostico de las muestras
(Figura 22B). Por el contrario, no se observé ninguna correlacion entre la
expresion de PD-L1 y cualquier de los otros genes estudiados. Esta observacion
indica que es probable que el IFN-y sea el responsable de inducir la expresion de
PD-L1 en CFTs de forma analoga a lo postulado en el caso de HLA de clase II, y
que, aunque el fenomeno es comin en glandulas de pacientes con EAT, este
puede darse en tejido con tiroiditis focal, aunque esta sea insuficiente para haber
producido sintomas relacionados en estos pacientes.
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5. Induccion in vitro de la expresion de PD-L1y PD-L2 por efecto de IFN-y,
cinética y relacion con HLA de clase I y II

En experimentos anteriores demostramos que tiroides de pacientes con EAT
presentan una expresion aumentada de PD-L1, principalmente en CFTs, mientras
que su presencia se observa en raras ocasiones en muestras control de pacientes
con BMN. Ademés, la clasificacion de estos tejidos mediante una escala semi-
cuantitativa en base a dicha expresion, y su correlacion positiva con la expresion
relativa de IFNG mediante qPCR, sugirieron que esta citocina podria tener un
papel en la inducciéon de PD-L1 en CFTs.

Para comprobar el posible efecto del IFN-y sobre la expresion de PD-L1 y PD-L2
se realizaron una serie de cultivos celulares siguiendo el protocolo detallado en la
seccion correspondiente de Material y métodos. Brevemente, tanto cultivos de
lineas celulares derivadas de tiroides, como cultivos primarios de CFTs, fueron
cultivados en frascos de 25cm2 y estimulados con diferentes dosis de IFN-y
durante 24 y 48 horas, tras lo cual se analizaron los cambios PD-L1 y PD-L2 a
nivel de expresion en de proteina en superficie mediante citometria de flujo, y a
nivel de expresion génica mediante qPCR.

5.1. Lineas celulares

Se emplearon las lineas celulares HT93 (n = 3), TPC-1 (n = 3) y HTH93 (n = 3),
todas ellas derivadas de tiroides. En el estudio de las lineas celulares no es posible
comparar entre ellas la MFI para cualquiera de los marcadores empleados, ya que
entre los experimentos realizados empleando HT93 y las lineas celulares TPC-1y
HTHS83, hubo un cambi6 en la plataforma de citometria con la que cuenta el
laboratorio. Para hacer comparables los datos entre las tres series de cultivos, en
su lugar se representa la magnitud de variacién de la MFI para cada muestra con
respecto a lo considerado la situacion basal, que en este caso son las muestras sin
estimular (0U/mL IFN-y) 24 horas postestimulacion.

Todas las lineas celulares expresan de forma basal HLA de clase I, cuya expresiéon
aumenta tras la estimulacion con IFN-y. La induccion de HLA de clase I se
observa ya a la concentracién mas baja utilizada (25U/mL), sin que el uso de
concentraciones mayores de IFN-y tengan un efecto mayor sobre su aumento de
expresion. En los tres casos la expresion es ligeramente mayor en las muestras
estimuladas durante 48 horas con respecto a aquellas estimuladas durante 24
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horas, pero estos cambios no son significativos. Al contrario que lo descrito para
HLA de clase I, HLA-DR no se expresa de forma basal en ninguna de las lineas
celulares utilizadas. En el caso de HT93 y TPC-1, ambas procedentes de células
mas diferenciadas, la estimulacion con IFN-y producia la expresion de HLA-DR
en la totalidad de las células cultivadas, esta induccion parecia no presentar una
respuesta dosis-dependiente, aunque aumentaba a las 48 horas con respecto a las
mismas muestras estimuladas durante 24 horas. Por otro lado, la linea HTH83
tampoco expresaba HLA-DR en la situacién basal, pudiendo inducirse por IFN-y,
aunque solo llega a expresarse en un 40% de las células a las 24 horas y hasta en
un 70% al cabo de 48 horas de post-estimulacion. El aumento de expresion de
HLA-DR a las 24 horas, al igual que lo ocurrido en las lineas HT93 y TPC-1, no
presentaba una respuesta dosis dependiente, pero este fendmeno si que se
observo tras 48 horas de estimulaciéon donde la expresion aumentaba al emplear
concentraciones crecientes de IFN-y (Figura suplementaria 3).

Las tres lineas celulares expresaban de forma basal PD-L1 en ausencia de
estimulos exogenos, aumentando su expresion en respuesta al tratamiento con
IFN-y. Al igual que en el caso de HLA de clase I y HLA-DR, el incremento de la
expresion tras 24 horas de estimulacién no presentaba diferencias entre las
distintas concentraciones de IFN-y empleadas. La respuesta al IFN-y a las 48
horas variaba ligeramente entre las lineas celulares, mientras que HT93 sufria un
pequeio aumento de la expresion de PD-L1 con respecto a las 24 horas, las lineas
TPC-1y HTH8S3 se caracterizaban por una disminucién de la expresion, muy leve
en el caso de HTH83, pero mas marcada en el caso de TPC-1. En el caso de las
lineas HT93 y TPC-1 si era posible observar una respuesta dosis-dependiente al
IFN-y en las muestras estimuladas durante 48 horas. En cuanto a la magnitud de
la induccion de PD-L1, la MFI de las muestras estimuladas aumentaba un orden
de 2-3 veces con respecto a su respectiva situacion basal, ligeramente inferior al
incremento observado en el caso de HLA de clase I, y mucho menor al de HLA-
DR, cuya MFI aumenta del orden de 5-10 veces y 10-30 veces con respecto a la
situacion basal a las 24 y 48 horas postestimulacion, respectivamente (Figura
23A).
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Figura 23. Analisis mediante citometria de flujo de la expresién de PD-L1y PD-L2 en respuesta
ala estimulacion mediante distintas dosis de IFN-y durante 24 y 48 horas en las lineas celulares
HTo3, TPC-1 y HTH83. En la fila superior (A) se muestra la expresiéon de PD-L1, y en la fila
inferior (B) la expresion de PD-L2. Practicamente el 100% de las tres lineas celulares
expresaban PD-L1, por lo que solo se muestran el incremento de la MFI. En el caso de PD-L2 el
incremento de la MFI con respecto a la situaciéon basal se representa mediante barras en el eje
Y izquierdo, mientras que el porcentaje de células positivas en cada condiciéon se representa
mediante puntos unidos por lineas en el eje Y derecho.

En el caso de PD-L2, existia una expresion basal, de menor intensidad y que no
se daba la totalidad de las células analizadas, variando entre un 60% de células
positivas en la linea HT93 y el 90% en la linea HTH83. La expresion, tanto a nivel
de porcentaje de células positivas como de variacion del MFI con respecto a la
muestra basal, aumentaba en respuesta al INFy tras 24 horas de estimulacion, de
nuevo no se evidenciaban cambios dependientes de la concentracién de IFN-y
empleado. Curiosamente, el incremento de la expresion de PD-L2 a las 24 horas
postestimulacion, cuando se compara la MFI con cada situacion basal
correspondiente, es superior a la induccién observada para PD-L1 en las tres
lineas celulares. Al contrario que lo observado con el resto de los marcadores
estudiados, PD-L2 presentaba una disminucion la expresion en las tres lineas
celulares a las 48 horas postestimulacion, siendo esta reduccion mas marcada en
la linea HT93, y especialmente en la TPC-1, que llega a reducir la expresion de
PD-L2 entre 4 y 5 6rdenes de magnitud con respecto a la misma situaciéon
estimulada durante 24 horas (Figura 23B).

La induccion de HLA-DR, PD-L1 y PD-L2 en respuesta al IFN-y se estudia en las
mismas muestras mediante qPCR. Los resultados se muestran en los tres casos
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como la expresion relativa de cada uno de los genes con respecto al gen de
referencia GAPDH, y a su vez se calcula el cambio de esta expresion relativa con
respecto a la muestra basal (0U/mL IFN-y — 24h). En el caso del locus HLA-DR,
para confirmar su induccion se estudia la transcripcion del gen HLADRA, que
codifica para la cadena a de la proteina (Figura suplementaria 4). A nivel de
ARN se produce un aumento de su transcripcion en respuesta a la estimulacion
mediante IFN-y en las tres lineas celulares, aunque su expresion con respecto al
gen GAPDH varia entre ellas, y su respuesta en el tiempo no coincide con las
cinéticas vistas a nivel de expresiéon de HLA-DR en superficie en las lineas TPC-1
y HTHS83. En la linea HT93 la induccién de HLA-DRA es mayor en las muestras
estimuladas durante 48 horas con respecta a las estimuladas durante 24 horas,
lo cual coincide con los resultados obtenidos mediante citometria de flujo. En la
linea TPC-1 la expresion relativa de HLADRA es méaxima con la concentracion de
IFN-y mas baja empleada, al igual que lo visto en el estudio de HLA-DR mediante
citometria. Sin embargo, la expresion relativa de HLADRA disminuye a las 48
horas post-estimulacion, mientras que a nivel de expresion en superficie se
observaba el efecto contrario. Esta linea celular presenta ademés la mayor
induccion de la expresion relativa de HLADRA con respecto a la situacion basal
de las tres lineas. En el caso de la linea HTH83 la expresion relativa de HLADRA
en las muestras estimuladas es la menor observada en las tres las lineas, lo cual
coincide con lo observado mediante citometria de flujo. A pesar de la baja
induccion de HLADRA con respecto al gen de referencia, la variacién con
respecto a la muestra basal es comparable con de las lineas HT93 y TPC-1. La
respuesta a IFN-y, al igual que en TPC-1, produce el efecto contrario a nivel
transcripcional que el observado a nivel de expresion de HLA-DR en superficie,
su expresion aumenta a las 24 horas post-estimulacion disminuyendo de nuevo
tras 48 horas.

En cuanto a PD-L1, la mayor induccion a nivel transcripcional con respecto a la
situacion basal se obtiene en la linea HT93, y la menor en la linea TPC-1,
coincidiendo con los resultados obtenidos previamente mediante citometria. Con
respecto a la cinética de expresion de mARN PD-L1 en el tiempo, los resultados
obtenidos para la linea celular HT93 coinciden con los observados mediante
citometria, con una mayor expresion a las 48 horas con respecto a las 24 horas
post-estimulacion (Figura 24A). Sin embargo en las lineas TPC-1 y HTH83, la
respuesta frente IFN-y difiere a nivel de expresion de mARN y de la proteina, en
la primera de ellas la expresion en superficie de PD-L1 es maxima a las 24 horas
independientemente de la dosis de IFN-y empleada, para disminuir a las 48 horas
post-estimulacion, sin embargo a nivel de mARN no se observan diferencias entre
los distintos tiempo de estimulacion; por otro lado, la linea HTH83 muestra un
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comportamiento opuesto, con un gran aumento de los niveles de PD-L1 mARN a
las 24 horas que descienden de nuevo, y a todas las concentraciones de IFN-y
empleadas, a las 48 horas, mientras que a nivel de la expresion en superficie esta
es estable en todas las situaciones estudiadas independientemente del tiempo del
estimulacion y la concentracion de IFN-y.
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Figura 24. Analisis mediante qPCR de la expresiéon génica relativa de PD-L1 y PD-L2 en
respuesta a la estimulacion mediante distintas dosis de IFN-y durante 24 y 48 horas en las
lineas celulares HT93, TPC-1y HTH83. En la fila superior (A) se muestra la expresiéon de PD-
L1, y en la fila inferior (B) la expresiéon de PD-L2. En cada grafica, en el eje Y izquierdo se
representa mediante barras la expresion génica relativa de PD-L1 o PD-L2 normalizada con
respecto a GAPDH, y en el eje Y derecho se representa mediante puntos el incremento de
expresién con respecto a la situacion basal.

De forma general, la expresion de PD-L2 a nivel de mARN es menor que la de PD-
L1, coincidiendo con lo observado mediante citometria de flujo (Figura 24B).
La linea HT93 es la tinica de las tres que presenta una cinética opuesta entre la
expresion de mARN y de proteina en superficie, a nivel transcripcional la
expresion aumenta a las 48 horas con respecto a las 24 horas post-estimulacion,
mientras que, a nivel de expresion de la proteina, esta disminuye
significativamente a las 48 tras el tratamiento con IFN-y, e independientemente
de la dosis utilizada. Por otro lado, las lineas TPC-1 y HTH83 presentan un
comportamiento similar entre la expresion de la mARN y de proteina en
superficie en todas las situaciones de cultivo estudiadas.

En resumen, las tres lineas celulares empleadas expresaban de manera basal HLA
de clase I pero no HLA de clase II, a pesar de esto, y en concordancia con la
literatura disponible, la estimulacion con INFy producia el aumento de los niveles
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de HLA de clase I, y la expresion de HLA de clase II en todas ellas. Todas ellas
presentaban ademas expresion basal de PD-L1, y a intensidades mas bajas, de
PD-L2, ambas moléculas resultaron igualmente inducibles tras la estimulacién
mediante INFy. Es necesario tener en cuenta que la magnitud de la induccion
para cada una de estas proteinas variaba entre las tres lineas celulares utilizadas
en funcion del tiempo de estimulacion y la concentracion de INFy utilizada.

5.2. Cultivos primarios

Se realiz6 la estimulacion in vitro de muestras de CFTs obtenidas de tiroides de
pacientes con BMN (n = 3) como controles y de pacientes con EGB (n = 3). El
analisis de los datos es similar al realizado para las lineas celulares, con la
salvedad de que, para el calculo de la variacion de expresion de cada marcador se
considera la muestra de CFTs no cultivados y obtenidos el mismo dia de la
digestion del tejido como referente basal.

Los CFTs expresan de forma basal HLA de clase I, aumentando esta con la
estimulacion con IFN-y. El incremento de la expresion es similar en muestras de
pacientes con MGN y con EGB tras 24 horas de estimulacion, aunque tras 48
horas el aumento con respecto a la situaciéon basal es bastante mayor en muestras
de BMN. En ambos tipos de muestra no se observa un efecto dosis-dependiente
con respecto a la concentracion de IFN-y utilizada (Figura 25A). Si comparamos
los incrementos de la expresion de HLA de clase I con los obtenidos previamente
en las lineas celulares, vemos que la induccion que se produce en cultivos
primarios es muy superior, del orden de 15 veces en EGB y 25-30 en BMN a las
48 horas, frente al aumento de 3-6 veces de la expresion con respecto a la
situacion basal en las lineas celulares tras el mismo periodo de estimulacion. Al
igual que en las lineas celulares, los CFTs primarios en condiciones fisiologicas
normales no expresan HLA de clase II, es por ello que la expresion en las
muestras de BMN es minima, mientras que entorno al 20% de los CFTs de
pacientes con enfermedad de Graves expresaban HLA-DR de forma basal en los
tejidos analizados. En ambos casos HLA-DR aumenta su expresion tras la
estimulacion con IFN-y, aunque la respuesta y la cinética de induccion difieren
en CFTs de controles y de pacientes con EGB (Figura 25B). Los cultivos
primarios de CFTs de pacientes con BMN no sufren cambios en la expresion de
HLA-DR tras 24 horas de estimulacién con IFN-y. Sin embargo, tras 48 de cultivo
se pudo observar un incremento dosis-dependiente de la expresion, tanto a nivel
de porcentaje de células positivas, como de variacion de la MFI con respecto a la
muestra basal. Curiosamente, en el caso de las muestras de EGB, si bien no habia
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un aumento del porcentaje de células positivas en ausencia de IFN-y, si que se
constaté un aumento de la MFI de estas muestras con respecto a sus respectivas
situaciones basales. Tras 24 horas de estimulacion, y al contrario que en los
cultivos de BMN, los CFTs sufren un incremento atin mayor de la expresion de
HLA-DR, aunque este fue principalmente a nivel de la MFI y no del porcentaje de
células positivas, cuyo aumento fue minimo. Sin embargo, tras 48 horas de
estimulacion el efecto se invierte, se produce solo un ligero aumento de la MFI
total para HLA-DR con respecto a las 24 horas postestimulacion, pero en cambio
el porcentaje de CFTs positivos aumenta significativamente. En conjunto, los
CFTs de EG responden a la estimulacion con IFN-y con una mayor induccion de
HLA-DR que los CFTs de BMN. Si comparamos ambos tipos de muestra con las
lineas celulares cultivadas en las mismas condiciones, el aumento de expresion
de HLA-DR con respecto a la situacion basal es superior en estas tltimas, con
incrementos de la MFI de 5-30 veces a las 48 horas, frente a aumentos de 2-5
veces con respecto a la situacion basal que se observa en los cultivos primarios.
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Figura 25. Analisis mediante citometria de flujo de la MFI para (A) HLA de clase Iy (B) HLA-
DR tras la estimulaciéon mediante IFN-y en cultivos primarios de CFTs de pacientes con bocio
multinodular y enfermedad de Graves. En las graficas correspondientes a HLA-DR, en el eje Y
izquierdo se representa mediante barras el incremento de la MFI con respecto a la situaciéon
basal, y en el eje Y derecho se representa mediante puntos el porcentaje de células positivas.
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Como ya se coment6 anteriormente en la secciéon «Expresion de PD-L1 y PD-L2
en tiroides», el porcentaje de expresion de PD-L1 en CFTs tras la digestion del
tejido es aparentemente superior en pacientes con EGB con respecto a los
pacientes con BMN, aunque estas diferencias no resultan estadisticamente
significativas, debido posiblemente al reducido naimero de muestras (Figura
26A). Cabe destacar el hecho de que la expresion de PD-L1 se induce de forma
espontanea en cultivos primarios de CFTs incluso en ausencia de estimulos
ex6genos. Si comparamos los CFTs cultivados durante 48 horas en ausencia de
IFN-y con sus respectivas muestras basales observamos un aumento
estadisticamente significativo del porcentaje de CFTs PD-L1+ en muestras tanto
de pacientes con BMN (12,3 + 3,1 vs. 37,1 + 8,5; p < 0,01) como de EGB (17,5 +
7,7 VS. 55,4  7,4; p < 0,05). Este efecto se observa también en la MFI de PD-L1
en CFTs, aunque en este caso solo la diferencias entre los cultivos de BMN son
estadisticamente significativas (150,7 + 24,8 vs. 416,0 + 132,6; p < 0,01) (Figura
26B). Esta expresion espontanea de PD-Li en cultivo resulté un efecto
inesperado, por lo que descartamos primero un posible efecto debido a la
presencia de trazas de endotoxina en los preparados de colagenasa. Con el
objetivo de descartar esta posibilidad, una muestra de tiroides fue digerida
siguiendo el protocolo descrito anteriormente, utilizando en paralelo Colagenasa
IV (3mg/mL) o Liberasa™ TM (2,5uL/mL) como enzimas proteoliticas. La
Liberasa™ TM (Roche) es una combinacion de colagenasas I y II altamente
purificadas y libres de endotoxinas. No se observaron diferencias en la expresion
de HLA de clase I, HLA-DR o PD-L1 entre las CFTs obtenidas mediante ambas
combinaciones de enzimas proteoliticas (Figura suplementaria 5).
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Figura 26. (A) Anélisis mediante citometria de flujo de la expresion basal de PD-L1 en CFTs
de suspensiones celulares obtenidas tras la digestién enzimatica de tejido tiroideo de pacientes
con bocio multinodular y enfermedad de Graves. (B) Inducci6én espontanea de PD-Li1 en
tirocitos de pacientes con bocio nodular y con enfermedad de Graves tras 24 horas de cultivo en
ausencia de estimulacion. La grafica izquierda muestra el porcentaje de CFTs PD-Li+, y la
derecha la MFI para PD-L1 en el conjunto de los CFTs
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Por otro lado, la respuesta al IFN-y es similar en controles y pacientes con
enfermedad de Graves. Tras la estimulacién se observa un aumento de la
expresion de PD-Li por encima de los niveles inducidos espontaneamente
durante el proceso de cultivo. El porcentaje de CFTs PD-Li+ presenta una
variacion minima en funcion de la concentracién de IFN-y utilizada, y alcanza el
maximo de expresion a las 24 horas postestimulacién, manteniéndose su
expresion estable en las muestras estimuladas durante 48 horas. En cuanto a la
MFI de PD-L1 en el total de CFTs, esta aumenta igualmente tras la estimulacion,
aunque en ambos tipos de muestra la expresion es ligeramente superior en los
cultivos estimulados durante 48 horas con respecto a aquellos estimulados
durante 24 horas (Figura 27A).
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Figura 27. Analisis mediante citometria de flujo de la expresion de PD-L1y PD-L2 en respuesta
a la estimulacién mediante distintas dosis de IFN-y durante 24 y 48 horas en CFTs de pacientes
con bocio multinodular y enfermedad de Graves. En la fila superior (A) se muestra la expresiéon
de PD-L1, y en la fila inferior (B) la expresiéon de PD-L2. En el eje Y izquierdo se representa
mediante barras el incremento de la MFI con respecto a la situacion basal, y en el eje Y derecho
se representa mediante puntos el porcentaje de células positivas.
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Al contrario de lo descrito para PD-L1, PD-L2 no se expresa de forma basal en
CFTs de controles o pacientes con EGB. Su expresion tampoco se ve afectada por
el proceso de cultivo, y no se observa la induccion espontanea descrita
previamente para PD-L1. La estimulacién mediante IFN-y aumenta ligeramente
el porcentaje de CFTs PD-L2+ hasta un maximo del 15-20% de las células totales,
sin observarse diferencias entre la estimulacion durante 24 y 48 horas (Figura
27B). A pesar de esto, la expresion de PD-L2, cuando se produce, es siempre con
intensidades de sefial muy bajas, siendo dificil en ocasiones establecer un punto
de corte con respecto a la poblacion negativa incluso con utilizando un control de
isotipo adecuado.

De nuevo se confirmaron los resultados obtenidos mediante citometria de flujo a
nivel de la expresion de mARN mediante qPCR. HLA-DRA se induce en todos los
casos en respuesta al IFN-y, aunque el aumento de su expresion relativa con
respecto al GAPDH es muy variable entre muestras independientemente del
diagnostico inicial del tejido de origen. Sin embargo, el aumento en cada muestra
con respecto a su propia situaciéon basal siempre fue superior en las muestras de
BMN, mientras que en las de EGB este aumento es minimo (Figura
suplementaria 8).

La respuesta al IFN-y de CFTs de BMN y EGB coincide a niveles de mARN con
los descritos previamente mediante citometria de flujo, observindose un
incremento significativo de la transcripcion de PD-L1, con una induccién minima
del mARN codificante para PD-L2 (Figura 28A-B). Es interesante que, si bien
la expresion de ambas proteinas en respuesta a la estimulaciéon in vitro es
bastante consistente entre muestras del mismo grupo, a nivel de mARN la
cinética de induccion a 24 y 48 horas post-estimulacién puede variar entre
muestras sin que esto se refleje, aparentemente, en los niveles de expresion de la
proteina en superficie. Mientras que en todos los casos la expresiéon proteica
aumenta ligeramente a las 48 horas con respecto a las 24 horas post-
estimulacion, a nivel transcripcional podemos encontrarnos muestras en las que
los niveles de mARN disminuyan considerablemente a las 48 horas con respecto
a las 24 horas.

En resumen, de forma similar a lo observado en los experimentos de induccién
en las lineas celulares, las CFTs en condiciones normales expresan de forma basal
HLA de clase I, aunque en cuanto a HLA de clase II, estas proteinas no se
expresan en el caso de muestras de pacientes con BMN, pero si que se expresan
en una proporcion variable de CFTs de pacientes con EGB. En ambos casos el
tratamiento con IFN-y produce un aumento de la expresion, aunque la cinética
de respuesta varia entre muestras de pacientes con BMN y EGB. En cuanto a los
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ligandos de PD-1, PD-L1 se expresa basalmente a intensidades muy bajas en un

porcentaje muy pequeno de CFTs, siendo su expresién aparentemente mayor en

muestras de pacientes con EGB; en cuanto a PD-L2 su expresion es negativa en

todas las muestras examinadas. Ambas proteinas aumentan su expresion en

respuesta a la estimulacion con IFN-y, aunque la induccion es mucho mayor en

el caso de PD-L1, tanto a nivel de porcentaje de células positivas como de la

intensidad de la sefial observada. Cabe destacar que en el caso de PD-L1 su
expresion aumentaba considerablemente en CFTs tras 24 horas de cultivo en

ausencia de estimulo, siendo este fen6meno comun a las muestras obtenidas de

pacientes con BMN y EGB.
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Figura 28. Anélisis mediante qPCR de la expresion génica relativa de (A) PD-L1 y (B) PD-L2
en respuesta a la estimulaciéon mediante distintas dosis de IFN-y durante 24 y 48 horas en
cultivos primarios de CFTs de pacientes con BMN y EG. En cada grafica, en el eje Y izquierdo
se representa mediante barras la expresidon génica relativa de PD-L1 o PD-L2 normalizada con
respecto a GAPDH, y en el eje Y derecho se representa mediante puntos el incremento de
expresiéon con respecto a la situacion basal. Debido a la variabilidad entre las muestras los
resultados se representan de forma individualizada.
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ANALISIS DE LA INTERACCION DE CMSPs Y CFTs

En experimentos anteriores demostramos que, en muestras de tiroides y sangre
periférica de pacientes con EGB los linfocitos T infiltrantes del tiroides presentan
una mayor expresion del receptor inhibidor PD-1 que los linfocitos T circulantes.
La expresion de PD-L1, principal ligando de PD-1, se detect6 en los CFTs de la
mayor parte de los tejidos procedentes de pacientes con EAT analizados (86%),
pero solo en una pequeia proporcion de las secciones obtenidas de pacientes con
BMN (25%), en las que ademas la expresion solia afectar a un menor nimero de
CFTs. Por ultimo, y de acuerdo con lo descrito previamente para otros tipos
celulares, demostramos que, tanto las lineas celulares derivadas de tiroides
HTo3, TPC-1, y HTH83, como cultivos primarios de CFTs de pacientes con EGB
o BMN, son capaces de expresar altos niveles de PD-L1 en respuesta a la
estimulacion con IFN-y.

Estos hallazgos sugieren que las CFTS responden in vivo a el microambiente
inflamatorios propio de la EGB expresando, entre otras moléculas, PD-L1. La
union del PD-L1 en la superficie de las CFTs al PD-1 presente en los linfocitos T
infiltrantes del tiroides podria favorecer la inhibicion de estos altimos, atenuando
las respuestas autoinmunes y contribuyendo a los mecanismos de tolerancia
periférica ya conocidos.

Para estudiar el efecto de la expresion de PD-L1 por parte de las CFTS en la
activacion y proliferacion de CMSPs, se disenaron los experimentos de cultivos
mixtos entre CMSPs y CFTs o la linea celular TPC-1 que se describen en los
siguiente apartado.

1. Cocultivo autélogo de CMSPs y CFTs

Transcurridas 72 horas tras el establecimiento del cocultivo, segiin se describe en
la seccion correspondiente de Material y métodos, se estudiaron los efectos de la
interaccion entre CMSPs y CFTs valorando los cambios fenotipico en ambos tipos
celulares mediante citometria de flujo, segiin protocolo de selecciéon mostrada en
la Figura 6 de Material y métodos.

Como ya se menciond anteriormente, la digestion del tejido tiroideo genera una
suspension que, ademas de células libres, contiene una gran cantidad de
agregados de CFTs, lo que dificulta su contaje para conseguir la concentracion
deseada para la preparacion de las distintas condiciones de los experimentos de
cocultivo. Por ello se consider6é necesario comprobar si las proporciones de
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cultivo CTF:CMSP calculados se correspondian con los obtenidos
experimentalmente. Este calculo se realizé una vez finalizado el experimento,
para ello se tuvo en consideracion que la proliferacion de CFTs y CMSPs en cultivo
en ausencia de estimulos es casi nula, con lo cual el nimero de células presentes
al inicio y al final del cocultivo en los pocillos de control deberia de mantenerse
constante (Figura suplementaria 7).

Adicionalmente cabe destacar que, la adiciéon de anticuerpos bloqueantes anti-
IFN-y o de anticuerpos estimulantes anti-CD3/CD28 no parece afectar al nimero
o la morfologia de las CFTs presentes en los cultivos control.

1.1. Efecto del cocultivo con células foliculares tiroideas (CFTs) sobre los
linfocitos autologos activados in vitro

Tras la obtencién de las muestras de CMSPs no se observaron diferencias
significativas entre controles y pacientes con enfermedad de Graves en la
proporcion de las poblaciones CD45+CD4+ (40,6 + 8,4 vs 47,8 £ 16,3, p > 0,05),
CD45+CD8+ (18,7 + 8,7 vs 16,5 + 5,0, p > 0,05), 0 CD45+CD4-CD8- (26,7 + 3,5
vs 23,8 + 13,6, p > 0,05). Tampoco hubo diferencias significativas en el grado de
expresion de PD-1 entre ambos grupos de muestras (34 + 18 vs 32,8 £ 9,7, p >
0,05; 28 + 9,6 vs 28,5 + 7,6, p > 0,05; 4,8 + 1,5 vs 4,1 + 1,6, p > 0,05; en
CD45+CDg4+, CD45+CD8+ y CD45+CD4-CDS8-, respectivamente) antes de
sembrarlos en presencia de los CFTs en los experimentos de cocultivo (Figura
29A). Por otro lado, el cultivo durante tres dias no afect6 por si mismo a la
proporcion de subpoblaciones T CD45+CD4+ (40,6 + 8,4 vs 36,6 + 16,8, p > 0,05;
y 47,8 £ 16,3 vs 59,9 + 11,9, p > 0,05), CD45+CD8+ (18,7 + 8,7vs 19,5 + 4,4, p >
0,05;y 16,5 + 5,0 vs 18,6 + 5,5, p > 0,05), 0 CD45+CD4-CD8- (26,7 + 3,5 Vs 24 +
2,3, p > 0,05;y 23,8 + 13,6 vs 17,7 + 8, p > 0,05) en controles y pacientes con
enfermedad de Graves respectivamente (Figura 29B-C).
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Figura 29. (A) Analisis de la proporcion de linfocitos CD4+, CD8+ y CD4-CD8- sobre el total
de células CD45+ y de su expresion de PD-1 en muestras de CMSP de donantes de 6rganos y
pacientes con EG antes del cocultivo. (B-C) Comparaciéon de las proporcion de los linfocitos
CD4+, CD8+ y CD4-CD8- sobre el total de CD45+ entre el momento basal y tres dias tras su
cultivo sin estimular en muestras de (B) donantes de 6rganos y (C) pacientes con EG.

El cultivo de CMSPs estimulados con anti-CD3/CD28 en presencia de CFTs
autblogos indujo una disminucion significativa del porcentaje de células CD4+y
CD8+ respecto al total de células CD45+. La reducciéon del porcentaje de
linfocitos T con respecto al total de células CD45+ fue maxima en los pocillos con
mayor cantidad de CFTs, y menor en los cocultivos con menos CFTS, guardando
una relacion inversa con el nimero de CFTs. De forma paralela, en los cocultivos
con mayor proporcion de CFTs se produjo también una marcada reducciéon del
numero total de células CD45+. La reduccién de los porcentajes de linfocitos CD4
y CD8 fue menos acentuado en los cultivos en los que no se activaron los
linfocitos, en ellos no se observd ademas la reduccion del niimero total de células
CD45+. La adicion de anticuerpos bloqueantes anti-IFN-y no modifico la
magnitud de estos efectos en ninguna de las condiciones experimentales (Figura
30). Es interesante que la proporciéon CD4/CD8 de mantuvo en las diferentes
condiciones de cocultivo a pesar de la reduccién de sus proporciones respecto a
las células CD45+ y la reduccion generalizada de las CMSP en algunos cultivos
(Figura suplementaria 8). Estas observaciones se aplican tanto a los
cocultivos de muestras de donantes de 6érganos, como de pacientes con EG.
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Figura 30. Proporcion media de linfocitos CD4+, CD8+ y CD4-CD8- recuperados de cada
pocillo tres dias tras el inicio de cocultivo en muestras de (A) donantes de 6rganos y (B)
pacientes con enfermedad de Graves. El tamafo de los graficos es directamente proporcional a
la cantidad media de células CD45+ recuperadas de cada condicién. Los asteriscos muestran
diferencias significativas en la proporcion de células CD4 o CD8 con respecto a su
correspondiente control en el que sembré inicialmente CMSPs sin CFTs. *p < 0,05; **p < 0,01.
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Por otra parte, y como era de esperar, la proporcion de las poblaciones de
linfocitos T PD-1+ aumento significativamente en los cultivos activados con anti-
CD3/CD28, sin que la presencia de anticuerpo bloqueante anti-IFN-y tuviese
efecto sobre esta induccion (Figura 31). En todos los casos, la presencia de CFTs
-sin importar la proporcion- en los cocultivos no tuvo ningin efecto sobre el
porcentaje de linfocitos T PD1+ tanto en la muestra de pacientes con EG como de
controles. Por otro lado, la poblacion CD45+CD4-CDS8- present6 también un
incremento de la proporcion de células PD-1+ tras la activacion con
antiCD3/CD28, sin embargo, esta induccion fue muy inferior a la observada en
células T. En este caso, la presencia de CFTs inhibi6 la induccion de PD-1 en todas
las proporciones de cocultivo estudiadas.
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Figura 31. Expresion de PD-1 en linfocitos CD4+, CD8+ y CD4-CD8- tras el cocultivo en
muestras de (A) donantes de organos y (B) pacientes con enfermedad de Graves. La
estimulacién con anticuerpos anti-CD3/CD28 produce un aumento significativo de la expresion
de PD-1 en células CD4+ y CD8+ que es independiente de la presencia de CFTs. El area gris de
cada grafica representa la media (linea continua) + la desviacion estandar en las muestras
previamente a su cultivo. *p < 0,05 ; **p < 0,01 ; ***p < 0,001; ****p < 0,0001.
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En paralelo, se analiz6 mediante citometria de flujo la proliferacion celular de las
poblaciones de linfocitos T empleando la prueba de dilucion de CFSE (Figura
32).
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Figura 32. Imagen representativa de la cuantificaciéon de la proliferaciéon celular en las
subpoblaciones de linfocitos CD4+, CD8+ y CD4-CD8- en respuesta a las distintas condiciones
experimentales presentes en el cocultivo. El eje X de los histogramas muestra la intensidad de
senal para el CFSE, correspondiendo cada uno de los picos observados con una generaciéon de
células cuya intensidad de senal serd inversamente proporcional al nimero de divisiones
celulares que habran sufrido.
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La presencia de numeros crecientes de CFT en los cocultivos produce una
inhibicién progresiva de la proliferacion inducida por anti-CD3/CD28 en los
linfocitos T CD4 y CD8. Como es de esperar, la proliferacion de esta poblaciéon en
los pocillos tratados con anti-CD3/CD28 es muy inferior a la de las células T, sin
embargo, su proliferaciéon también disminuye con la presencia de CFTs en
cocultivo. Este efecto también se produce tanto en las muestras procedentes de
pacientes con enfermedad de Graves como de donantes de 6rganos (Figura 33).
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Figura 33. Analisis de la proliferacion celular de linfocitos CD4+, CD8+ y CD4-CD8- tras la
finalizacion del cocultivo en muestras de (A) donantes de 6rganos y (B) pacientes con
enfermedad de Graves. El cocultivo con concentraciones crecientes de CFTs produce una
disminucion de la proliferaciéon que afecta especialmente a linfocitos T. *p < 0,05 ; **p < 0,01 ;
***p < 0,001.

El indice de division (ID) permite comparar cuantitativamente la proliferacién de
los linfocitos T en el conjunto de los pocillos estimulados, aquellos tratados con
Anti-CD3/Anti-CD28 y Anti-CD3/Anti-CD28 + Anti-IFN-y, con el ratio real de
cocultivo calculado més arriba, observandose que existe una correlacion directa
entre el ratio CMSP:CFT y el ID de las células CD4 (r = 0,82 en controles, p >
0,001; yr = 0,41 en EGB, p > 0,05) y de las células CD8 (r = 0,78 en controles, p
> 0,001; yT = 0,59 en EGB, p > 0,01) (Figura 34). Por lo tanto, la proliferacion
de linfocitos T es mayor cuanto menor es el namero de tirocitos en el cocultivo.
En algunos experimentos, pero no todos, la proliferacion en los pocillos en los
que la ratio linfocitos tirocitos es 1:16, es igual a la de los pocillos sin tirocitos. En
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algunas de las condiciones experimentales estudiadas, la reducciéon del niimero
total de células CD45+ en cultivo en combinacion con indices de division elevados
sugiere la coexistencia de fendmenos de proliferacion y muerte celular (Ver
discusion).

El uso de anticuerpo bloqueante anti-IFN-y no parece modificar este fenomeno,
ya que no se observan diferencias significativas en la proliferaciéon entre las
CMSPs estimuladas tratadas o no tratadas con él.
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Figura 34. Analisis de la correlacion entre el indice de division de linfocitos T estimulados con
anti-CD3/CD28 con el ratio final de cocultivo cuantificado en los controles correspondientes
para cada pocillo. Correlaciéon entre ambos parametros en (A) donantes de 6rganos y (B)
pacientes con enfermedad de Graves. Se observa una correlacion positiva estadisticamente
significativa en células CD4 y CD8 en ambos tipos de muestra. Las lineas discontinuas muestran
la media del indice de division (ID) en los pocillos de control no cultivados en presencia de CFTs
y estimulados con anti-CD3/CD28. *p < 0,05 ; **p < 0,01 ; ***p < 0,001.

1.2. Efecto del cocultivo con células mononucleares de sangre periférica
(CMSP) sobre las células foliculares tiroideas (CFT) aut6logas activados
in vitro

En primer lugar, se determinaron los niveles basales de HLA-DR y PD-L1 en los
tirocitos de glandulas de controles y de pacientes afectos de Graves. Como se
describe en Material y métodos, para su analisis mediante citometria de flujo se
consideraron CFTs las células CD45- y con morfologia compatible. La expresion
de PDL1 fue similar en los CFTs de controles y pacientes mientras que la de HLA-
DR fue claramente mayor en estos ultimos como se ha descrito (Figura
suplementaria 9).
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La expresion de HLA-DR y PD-L1 se analiz6 en las pocillos de CFTs cultivados en
ausencia de CMSPs y en los pocillos cocultivados en proporcion 1:2. El nimero
de CFTs el resto de las condiciones de cocultivo se consideré insuficiente para su
analisis. Mediante el uso de un microscopio invertido se comprobd que la
presencia de CMSPs no afect6 a la celularidad de la monocapa de tirocitos o a su
morfologia (Datos no mostrados).

En ausencia de estimulacion, y a dia 3 de cultivo, el porcentaje de CFTs HLA-DR+
es ligeramente mayor en los cocultivos que en los cultivos en ausencia de CMSPs,
especialmente en las muestras control, aunque estos cambios no son
estadisticamente significativos (1,8 + 0,5 vs 6,8 + 7,4 en controles, p > 0,05; 13 +
12,8 vs 15,5 + 15,3 en EG, p > 0,05). La adicion de anticuerpos anti-CD3/CD28
aumento6 la expresion de HLA-DR en los CFTs, tanto el porcentaje de células
positivas como la MFI. Este efecto, aunque menor, se observd también en las
CFTs cultivadas en ausencia de CMSPs (Figura 35). El efecto en los cultivos de
tirocitos en ausencia de CMSPs es probable que se deba a la presencia de
linfocitos residuales a pesar del lavado de células no adherentes que se lleva a
cabo a las 18 horas tras la siembra de los tirocitos. En las muestras activadas con
anti-CD3/CD28 la adicion de anticuerpos neutralizantes anti-IFN-y disminuye
significativamente la expresion de HLA-DR a nivel del porcentaje de CFTs
positivas y de la MFI de la poblacién total. La respuesta de las CFTs al cocultivo
con CMSPsy alas distintas condiciones experimentales es similar en las muestras
control y las muestras de pacientes con EG, salvo que tanto los niveles de partida
como maximos de expresion de HLA-DR son mayores en los tirocitos
procedentes de glandulas afectas de enfermedad de Graves.
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Figura 35. De izquierda a derecha, porcentaje de CFTs HLA-DR+ y MFI de HLA-DR en el
conjunto de CFTs tras la finalizacion del cocultivo en muestras de (A) donantes de 6rganosy (B)
pacientes con enfermedad de Graves. La estimulacién de los cultivos mediante anti-CD3/CD28
produce un aumento del namero de CFTs HLA-DR+, asi como un aumento de la MFI del total
de los tirocitos. El area gris de cada gréfica representa la media (linea continua) + la desviaciéon
estandar en las muestras previamente a su cultivo. *p < 0,05; ***p < 0,001; ****p < 0,0001.

Como se comentd anteriormente, en ausencia de estimulos la expresion de PD-
L1 aumenta espontdneamente en las CFTs durante el cultivo, siendo este
aumento mayor en las muestras de pacientes con EGB (7,7 + 1,5 vs 20,9 £ 10,5 en
controles, p > 0,05; 8,9 + 3,7 vs 45,7 + 7,2 en EG, p < 0,01). Al igual que en el
caso de HLA-DR, el porcentaje de CFTs PD-L1+ aumenta ligeramente cuando
estas son cultivadas en presencia de CMSPs incluso en ausencia de estimulos
(20,9 + 10,5 vs 37,36 + 25,1 en controles, p > 0,05; 45,7 + 7,2 VS 50,4 + 4,6 en EG,
p > 0,05), aunque estos cambios no son significativos. De nuevo, la adiciéon de
anticuerpos anti-CD3/CD28 aumenta considerablemente los niveles de
expresion de PD-L1, tanto el porcentaje de CFTs positivas como la MFI global de
la poblacion. En este caso el efecto del anticuerpo bloqueante anti-IFN-y no
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afecta al porcentaje de CFTs que pasan a ser PD-L1+, aunque si disminuye la
intensidad de la sefial detectada en el conjunto de la poblacion de estas células

(Figura 36).
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Figura 36. De izquierda a derecha, porcentaje de CFTs PD-L1+ y MFI de PD-L1 en el conjunto
de CFTs tras la finalizacion del cocultivo en muestras de (A) donantes de 6rganos y (B) pacientes
con enfermedad de Graves. La estimulacion de los cultivos mediante anti-CD3/CD28 produce
un aumento del nimero de CFTs PD-Li+, asi como un aumento de la MFI del total de los
tirocitos. El area gris de cada grafica representa la media (linea continua) + la desviacion
estandar en las muestras previamente a su cultivo. *p < 0,05; ***p < 0,001; ****p < 0,0001.

2. Cocultivo de CMSPs con la linea celular TPC-1

A diferencia los cultivos primarios de tirocitos, en los que estos apenas proliferan
durante los primeros dias de cultivo, las células de la linea TPC-1, con un tiempo
de duplicacion aproximado de 18 horas, se dividen activamente. Esto dificulta
mantener las proporciones TPC-1:CMSP incluso en cultivos muy cortos como los
presentes. Para determinar el nimero a sembrar, se realizé una serie de cultivos

113



RESULTADOS

sembrando cantidades decrecientes de células TPC-1 por pocillo. Se establecio asi
la cantidad de 2000 células TPC-1 como la cantidad minima necesaria para
obtener una monocapa con una confluencia entre el 80-90% tras las 72 horas de
duracién del experimento. A partir de esta suspension celular se obtuvieron y
sembraron diluciones seriadas 1:2 para conseguir pocillos con cantidades
decrecientes de células TPC-1. Se consigui6é de esta manera obtener tras 72 horas
ratios de TPC-1:CMSP crecientes, sin embargo, las proporciones iniciales
conseguidas fueron muy inferiores a los cocultivos primarios, al menos
inicialmente (Figura suplementaria 10). En estos experimentos se debe
presumir, aunque no se han tipificado para HLA ni la linea ni los donantes de
CMSP, que trabajamos con cultivos mixtos alogénicos.

Como se explicod en el apartado anterior, en los cultivos aut6logos con CFTs, la
presencia de CMSPs no producia cambios en la densidad de la monocapa formada
por las células epiteliales en ninguna de las condiciones experimentales
estudiadas. De igual manera, en el caso de los cultivos alogénicos con la linea
TPC-1, mediante el uso de un microscopio invertido se comprob6 que la
monocapa formada por estas células permaneci6 inalterada al cocultivarse estas
con CMSPs en ausencia de estimulacion (Datos no mostrados). Sin embargo, y a
diferencia de lo observado en los cocultivos primarios de tirocitos, al estimular
los cocultivos con anticuerpos anti-CD3/CD28 el ntiimero de células TPC-1
disminuia significativamente. Este efecto parece ser dependiente de la presencia
de CMSPs, ya que no se observo en los pocillos de control con TPC-1 tratadas con
anti-CD3/CD28 en ausencia de CMSPs (Figura 37).
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Figura 37. Numero total de células CD45- recuperadas de cada pocillo tras la finalizacién del
cocultivo en experimentos con (A) TPC-1y (B) CFTs de donantes de 6rganos y pacientes con
enfermedad de Graves. La estimulacion con anti-CD3/CD28 produce una disminucién
significativa del nimero de células TPC-1 en cocultivo con CMSPs, este efecto no se observa en
cultivos primarios de CFTs. *p < 0,05; ***p < 0,001; ****p < 0,0001.
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2.1. Las células TPC-1 tienen un efecto negativo parcial sobre los linfocitos T
autologos activados in vitro

El anélisis previos al establecimiento de los cocultivos no mostraron diferencias
en la proporcion de las poblaciones CD4+ y CD8+, ni en su grado de expresion de
PD-1, con respecto a las muestras de controles y pacientes con enfermedad de
Graves estudiadas previamente (Datos no mostrados).

Al igual que en los cultivos aut6logos con CFTs, el cocultivo de tirocitos de la linea
TPC-1 con CMSPs indujo una disminucion del porcentaje de células CD4+ y
CD8+ respecto al total de células CD45+. En este caso, este efecto parecié no
verse acentuado por la activacién de los linfocitos mediante anti-CD3/CD28,
aunque las unicas diferencias estadisticamente significativas se encontraron en
los pocillos control no estimulados. De forma general, el cocultivo de las CMSPs
en presencia de la linea TPC-1 pareci6 inducir un ligero aumento del nimero total
de células CD45+, siendo este incremento mayor en los pocillos con mayor
numero de células TPC-1 (Figura 38).
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Figura 38. Proporcion media de linfocitos CD4+, CD8+ y CD4-CD8- recuperados de cada
pocillo tres dias tras el inicio de cocultivo con células de la linea TPC-1. El tamafio de los
graficos es directamente proporcional a la cantidad media de células CD45+ recuperadas de
cada condicion. Los asteriscos muestran diferencias significativas en la proporcion de células
CD4 o CD8 con respecto a su correspondiente control en el que sembroé inicialmente CMSPs
sin CFTs. *p < 0,05; **p < 0,01.
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Como se muestra en la figura 39, los linfocitos T proliferan adecuadamente en
respuesta a la activacién anti-CD3/CD28, pero a diferencia de lo observado en los
cocultivos con tirocitos autologos, las células TPC-1 no inhiben esta proliferacion.
En este caso, se observa incluso una ligera tendencia al aumento del indice de
division de CD4 y CD8 cuando estos se cocultivan con TPC-1 aunque estas
diferencias tampoco son estadisticamente significativas.
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Figura 39. Anélisis de la proliferacion celular de linfocitos CD4+, CD8+ y CD4-CD8- tras la
finalizacién del cocultivo con células de la linea TPC-1. El cocultivo con concentraciones
crecientes de TPC-1 no afecta de forma significativa a la proliferacion de las subpoblaciones de
linfocitos estudiadas.

En cuanto a la expresion de PD-1, ambas subpoblaciones de linfocitos T
expresaron altos niveles de este receptor tras la estimulacién con anticuerpos
anti-CD3/CD28. Los porcentajes de células CD4+PD-1+ y CD8+PD-1+ fueron
ligeramente inferiores en las muestras tratadas de forma adicional con
anticuerpo bloqueante anti-IFN-y, aunque las diferencias con respecto a aquellas
no tratadas no fueron estadisticamente significativas. Este efecto, como ya
observo en los cultivos autélogos, no se vio influenciado por la presencia de
distintas cantidades de células TPC-1. La poblacion de linfocitos CD4-CD8- no
presenta un aumento significativo de la expresion de PD-1 tras la activacion
mediante anti-CD3/CD28 en ninguna de las condiciones de cultivo (Figura 40).
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Figura 40. Expresion de PD-1 en linfocitos CD4+, CD8+ y CD4-CD8- tras el cocultivo con
células de la linea TPC-1. La estimulacién con anticuerpos anti-CD3/CD28 produce un aumento
significativo de la expresion de PD-1 en células CD4+ y CD8+ que es independiente de la
presencia de CFTs. El area gris de cada grafica representa la media (linea continua) + la
desviacion estandar en las muestras previamente a su cultivo. *p < 0,05 ; **p < 0,01 ; ***p <
0,001; ***¥*p < 0,0001.

2.2. Efecto del cocultivo sobre las células TPC-1

Como ya describimos en apartados anteriores, la linea celular TPC-1 expresa de
forma basal PD-L1, pero no HLA-DR. En los pocillos control en los que TPC-1 se
cultiva en ausencia de CMSPs, se observa que la expresion de ambas moléculas
no se ve afectada por el tratamiento de la linea celular con anti-CD3/CD28 o con
anti-IFN-y (Figura 41).

Sin embargo, el porcentaje de células TPC-1 HLA-DR+ aumenta cuando estas son
cocultivadas con CMSPs incluso en ausencia de estimulacion, disminuyendo de
nuevo la expresion cuando se anade al medio anti-IFN-y, aunque las diferencias
no resultaron estadisticamente significativas. En cambio, la estimulacion de los
pocillos de cocultivo TPC-1:CMSP mediante anti-CD3/CD28 o anti-CD3/CD28 +
anti-IFN-y produce un incremento significativamente estadistico del porcentaje
de TPC-1 HLA-DR+ con respecto a la misma muestra no estimulada (21 + 35,4 vs
91,6 £ 6,1, p < 0,0001; 21 + 35,4 Vs 76,5 + 16,6 p < 0,0001; respectivamente). La
MFI para HLA-DR de la poblacion TPC-1 en cocultivo con CMSP se comporta de
una forma similar, aumentando significativamente en el pocillo tratado con anti-
CD3/CD28 con respecto al no estimulado (2,4 + 3 vs 91,1 + 68,7, p < 0,0001).
Aunque en este caso, el descenso producido por el bloqueo del IFN-y es mayor,
por lo que no hay diferencias significativas entre los pocillos de cocultivo sin
estimular y los tratados con anti-CD3/CD28 + anti-IFN-y.

En cuanto al porcentaje de expresion de PD-L1 en la linea TPC-1, este se mantiene
constante, siendo de casi del 100% en todas las condiciones experimentales
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estudiadas. Sin embargo, y al igual que lo ya descrito para HLA-DR, cuando la
linea TPC-1 se cultiva en presencia de CMSPs, la MFI de estas células para PD-L1
aumenta significativamente con respecto a los pocillos no estimulados cuando se
estos se tratan con anti-CD3/CD28 (35,75 + 8,7 vs 169,7 + 71,2, p < 0,0001) y con
anti-CD3/CD28 + anti-IFN-y (35,75 + 8,7 vs 106,7 + 43,8, p < 0,01). En este caso,
el descenso de la MFI para PD-Li1 de los pocillos estimulados cuando
adicionalmente se bloquea con anticuerpos anti-IFN-y, si resulto
estadisticamente significativo (169,7 + 71,2 vs 106,7 + 43,8, p < 0,05).
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Figura 41. Porcentaje de células positivas y MFI de en el conjunto de TPC-1 para (A) HLA-DR
y (B) PD-L1 tras la finalizacién del cocultivo con CMSPs. La estimulacién de los cultivos
mediante anti-CD3/CD28 produce un aumento del porcentaje de TPC-1 HLA-DR+, asi como
un aumento de la MFI para PD-L1 y HLA-DR. *p < 0,05; **p < 0,01; **¥*p < 0,001; ****p <
0,0001.
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ANALISIS TRANCRIPTOMICO DE TIROIDES CON DIFERENTES
GRADOS DE TIROIDITIS DE LA COLECCION GTEx (GENOTYPE TISSE
EXPRESSION PROJECT)

Como ya se coment6 anteriormente, la presencia de infiltrados focales o tiroiditis
subclinica es un fendbmeno comun en la poblacién general, especialmente la de
mayor edad. Este hecho ha permitido que, incluso en una coleccion de tejidos no
dirigida al estudio de la autoinmunidad, haya sido posible recoger una gran
cantidad de datos de tiroides con grados diversos de tiroiditis autoinmune.

La estrategia ha consistido en combinar los datos histologicos, y los datos
asociados de expresion de ARN en las muestras recogidas en el proyecto GTEx.
Esto nos ha permitido analizar datos de 332 muestras de tiroides.

1. Clasificacion histologica — GTEx

Mediante la funcionalidad Histology Viewer del repositorio publico de datos del
proyecto GTEx (https://www.gtexportal.org/home/) se evalu6 el grado de

infiltracion linfocitaria en cortes histologicos de 336 pacientes.

Tabla 6. Resumen de los datos demograficos de los grupos de tejidos
definidos en base al grado de infiltracion linfocitaria observado en las
imagenes histoldgicas publicadas por el proyecto GTEx.

ELI SFI ELI

Ndmero de muestras (%) 262 (78,9%) 49 (14,8%) 21 (6,3%)
Sexo (%)

Mujer 89 (34%) 21 (42,9%) 14 (66,7%)

Hombre 173 (66%) 28 (57,1%) 7 (33,3%)

Rango de edad (%)

20-29 20 (7,6%) 3(6,1%) 2 (9,5%)

30-39 12 (4,6%) 4 (8,2%) 0 (0%)

40-49 44 (16,8%) 11 (22,4%) 7(33,3%)

50-59 103 (39,3%) 10 (20,4%) 4 (19%)

60-69 79 (30,2%) 21 (42,9) 8 (38,1%)

70-79 4(1,5%) 0 (0%) 0 (0%)
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De los 336 tejidos analizados, 4 de ellos fueron excluidos del estudio tras
observarse la presencia de adenoma incidentales, los 334 restantes son
clasificados en base a los criterios previamente descritos (Tabla 6). Se identifican
261 (78%) tejidos con ausencia de infiltrado linfoide (NIT), 49 (15%) tejidos con
presencia de pequeios infiltrados focales (SFI), y 21 (6%) tejidos con zonas
extensas de infiltracién linfocitaria (ELI), que de forma general podia encontrarse
organizada como tejido linfoide terciario. A pesar de lo descrito anteriormente en
estudios en necropsias (13,14), en esta serie de muestras no se observa un
aumento significativo de la prevalencia de fenoémenos de infiltracion linfocitaria
en el tiroides con el aumento de la edad de los donantes. Sin embargo, la
presencia de infiltrados linfocitarios es mayor en mujeres que en hombres,
especialmente en el grupo de muestras clasificadas como ELI (Figura 42A-B),
lo cual estaria en concordancia con los datos de prevalencia de EAT en la
poblacién general, donde se describe una mayor incidencia en mujeres que en
hombres.
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Figura 42. Distribucion de los grupos de muestras definidos en base a estudio
histoldgico segtin (A) la edad, y (B) el sexo de los donantes. Se observa una
mayor prevalencia de infiltrados linfoides en mujeres con respecto a hombres,
pero no se encuentran diferencias entre los grupos de edad de los donantes.
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2. Anélisis de expresion génica — GTEx

Se seleccionaron 292 muestras de las cuales se disponia de datos apareados de
ARNseq e imagenes del estudio histologico. De estas, 236 (81%) pertenecian al
grupo NIT, 42 (14%) al grupo SFI1, y 14 (5%) al grupo ELI.

2.1. Control de calidad

Para evaluar la semejanza de las muestras seleccionadas se realizé un analisis de
distancia euclidiana entre ellas, y los resultados se representaron mediante un
heatmap (Figura suplementaria 11). El patron de este grafico puede
indicarnos la agrupacion de varias muestras en base a su similitud global, lo cual
puede atribuirse a efectos biologicos o experimentales. En rojo se observan
algunos agrupamientos de muestras con bajas distancias entre ellas, todas ellas
pertenecen al grupo NIT. Es destacable que, el conjunto de muestras
representadas junto al margen superior e izquierdo, y que presentan una elevada
distancia con respecto al resto de muestras, pertenecen al grupo de tejidos con
grandes infiltrados linfocitarios (ELI).

Se realiz6 también un andlisis de componentes principales (PCA), cuya
representacion se muestra en la figura 43. Mientras que las muestras que
presentan pequenos infiltrados focales (SFI) muestran gran variabilidad y se
encuentran dispersas en todas las areas del grafico, las muestras sin infiltracion
(NIT) y con grandes infiltrados linfocitarios (ELI) se encuentran distribuidas en
zonas opuestas de la representacion, lo que indica que hay grandes diferencias
entre estos dos grupos de muestras.

PCA for Infiltration type Figul'a 43. PCA (Principal

i i component andlisis) de las
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En base a los anélisis de control de calidad realizados se consider6 que las
diferencias observadas hasta el momento se debian a la propia naturaleza de las
muestras, sin que existiesen sesgos de caracter técnico en los resultados
obtenidos. Por ello todas las 292 muestras fueron incluidas en el analisis de
expresion diferencial.

2.2, Andlisis de la expresion diferencial

El principal objetivo es diferenciar que genes se encuentran diferencialmente
expresados como consecuencia de la pérdida de tolerancia y la aparicion de
respuestas autoinmunes 6rgano especificas en el tiroides. Para ello se compara la
expresion génica de los tres grupos de muestras previamente definidos entre
ellos: SFI vs. NIT, ELI vs. NIT, y SFI vs. ELI. El nimero total de genes
diferencialmente expresados en las comparaciones realizadas se resumen en la
Tabla suplementaria 13, estos se encuentran agrupados en funcién de su p-
valor ajustado. El resultado global de las comparaciones puede observarse
mediante su representacion en volcano plots (Figura 44), donde solo los genes
con cambios de magnitud de expresion superior a 3 (log2) y un p-valor ajustado
inferior a 0,001 se muestra en morado junto a su nombre. Al comparar el grupo
SFI con el NIT, observamos un nimero considerable de genes cuya expresion ha
aumentado, pero la mayor parte de ellos con cambios de magnitud inferiores a 3.
Sin embargo, al comparar los tejidos més infiltrados, correspondientes a grupo
ELI, con el grupo NIT se observa un gran nimero de genes cuya expresion
aumenta, muchos de ellos con magnitudes superiores a 3 (log2); al contrario que
en el caso anterior, también existen genes cuya expresion ha disminuido
considerablemente, por encima de 3 6rdenes de magnitud con respecto a los
tejidos sin infiltrar. En base a esto se puede afirmar que las mayores diferencias
en términos de expresion génica se dan entre los grupos ELI y NIT.
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Figura 44. Volcano plots que muestran los genes diferencialmente expresados entre (A) tejidos
NIT y SFI, y (B) tejidos NIT y ELI El eje X representa fold-change observado para cada gen, y
el eje Y el p-valor ajustado. Aquellos genes con valores absolutos de fold-change superiores a 3,
junto a un p-valor ajustado inferior a 0,001 se muestran en morado.

En las Tablas 7-9 se muestran los genes 10 genes cuya expresion se ve mas
aumentada y disminuida en cada una de las comparaciones realizadas, y cuyo p-
valor sea, ademas, <0,01. Al comparar los tejidos con pequenos infiltrados focales
(SFI) con el grupo de tejidos sin presencia de infiltrado linfoide (NIT) observamos
que los genes cuya expresion mas aumenta codifican para proteinas expresadas
principalmente en linfocitos B, como CD79a, BAFF-R, o CD21. Por el contrario,
los genes cuya expresion se ve mas disminuida en los tejidos del grupo SFI
codifican para proteinas que intervienen en distintas vias de sefalizacidon, aunque
resulta interesante destacar que, mientras que algunos de ellos, como RGS17 o
USP6, son de expresion ubicua, otros tienen una expresion mas restringida, como
es el caso de THEG, MDH1B o KLH10, cuya expresion se ha descrito
principalmente en el tejido testicular.

Al comparar el grupo de tejidos ELI con el grupo NIT, vemos de nuevo que los 10
genes cuya expresion mas aumenta en el primer grupo con respecto al segundo
codifican para proteinas especificas de células de origen hematopoyético,
principalmente de linfocitos B como son CD19, PAX5 o diversos receptores de
inmunoglobulinas; aunque también se encuentra en este grupo el gen FDCSP,
que codifica para una proteina expresada en células dendriticas foliculares, y que
tiene un papel en la regulacion y formacién de los centros germinales, y en la
respuesta de anticuerpos por parte de los linfocitos B (153). En este caso el
aumento de expresion de los genes especificos de linfocitos es mucho mayor que
el observado en la comparacion de los grupos SFI y NIT, probablemente como
consecuencia directa del mayor grado de infiltracion de estos tejidos. Por otro
lado, entre los genes con expresion mas reducida en el grupo ELI frente al NIT
encontramos un unico gen especifico del tejido tiroideo, CALCA, expresado en
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células C, y que codifica para la calcitonina. Entre los genes restantes cuya
expresion se encuentra mas disminuida en el grupo ELI, la mayor parte codifica
para proteinas con funciones neuroendocrinas como pueden ser la
somatostatina, el péptido liberador de gastrina, o el factor de crecimiento
nervioso inducible, y cuya expresion se da principalmente en el sistema nervioso
central o distintos tejidos endocrinos como las glandulas adrenales, 1a hip6fisis,
o ciertas zonas del aparato digestivo.

Por otro lado, los genes con la expresion mas aumentada en el grupo SFI
comparado con el grupo ELI coindicen parcialmente con aquellos con expresion
maés reducida en este segundo grupo frente a los tejidos sin infiltrar. Mientras que
aquellos menos expresados en el grupo SFI frente al ELI son genes especialmente
relacionados con tejido linfoide, principalmente con linfocitos B. Esto parece
indicar que los genes mas diferencialmente expresados en el grupo ELI con
respecto a los otros dos dependen directamente del grado de infiltracion de estas
glandulas.
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RESULTADOS

Tabla 7. Resumen de los 10 genes més diferencialmente expresados positiva y negativamente
y con un p-valor inferior a 0,01 entre los grupos de NIT y SFI.

Gen Proteina Principal fuente de expresion log2 Fold change p-valor adj.

Expresion aumentada
Immunoglobulin lambda-like

IGLLS : Linfocitos B 4,154 4,33344E-15
polypeptide 5
CR2 Complement C3d receptor2 .« oo p 3,903 2,87528E-39
(cD21)
FCAMR Fc fragment of IgA and IgM Tejido linfoide y epitelio renal 3,848 1,0447E-10
receptor
cxcLis ;X'C motif chemokine ligand 1. . i1 foide secundario 3,773 2,30331E-16
FCRL4 Fc receptor like 4 LB de memoria residentes en 3,767 1,89941E-13
epitelios
CD79A CD79a molecule Linfocitos B 3,707 2,19576E-26
Long intergenic non-protein
LINC02422 coding RNA 2422 3,654 8,76458E-13
SERPINA9 Serpin family A member 9 LB asociados a centros 3,648 9,01099E-06
germinales
TNF receptor superfamily . .
TNFRSF13C member 13¢ (BAFF-R) Linfocitos B 3,555 6,81242E-27
FCRLA Fc receptor like A Linfocitos B 3,546 3,65004E-17
Expresion reducida
THEG Testicular haploid expressed 10 ) o espermatocitos 2,043 0,00388731

gene protein
Long intergenic non-protein
LINC00051 coding RNA 51 1,797 0,003877553

Proteoglycan 3, pro eosinophil

SLED1 major basic protein 2 Sangre periférica -1,071 0,006614687
pseudogene

USP6 Ubiquitin specific peptidase 6 Expresidn ubicua -0,989 0,000740286
Long intergenic non-protein ) )

LINC02232 coding RNA 2232 0,812 0,009824797

ART5S ADP-ribosyltransferase 5 Tejido testicular -0,742 0,000307901

HSD11B2 Hydroxysteroid 11-beta Rm‘on, aparato digestivo, y otros 0,576 0,005778561
dehydrogenase 2 tejidos

RGS17 Regulator of G protein Expresion ubicua -0,441 0,002686842
signaling 17

MDH1B Malate dehydrogenase 1B Tejido testicular -0,395 0,009074047

KLHL10 Kelch like family member 10 Tejido testicular -0,376 0,00361487
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RESULTADOS

Tabla 8. Resumen de los 10 genes mas diferencialmente expresados positiva y
negativamente y con un p-valor inferior a 0,01 entre los grupos de NIT y ELI.

Gen Proteina Principal fuente de expresion log2 Fold change p-valor adj.

Expresion aumentada

SERPINA9 Serpin family A member 9 LB asociados a centros germinales 8,838 4,988E-14
TCLIA ZCLI family AKT coactivator ——; c0 itos B 7,880 2,46912E-26
FCAMR Fcfragmentof lgAand IgM 1 40 infoide y epitelio renal 7,769 8,6425E-18
receptor
FCRL4 Fc receptor like 4 LB de memoria residentes en 7,301 2,36315E-21
epitelios
CD19 CD19 molecule Linfocitos B 7,243 1,42661E-54
PAX5 Paired box 5 Linfocitos B 7,240 1,60609E-33
FCRL2 Fc receptor like 2 Linfocitos B 7,119 5,25274E-32
FCRL1 Fc receptor like 1 Linfocitos B 7,101 2,08251E-34
CR2 Complement C3d receptor 2 Linfocitos B 7,038 9,68714E-50
FDCSP Follicular dendritic cell Células dendriticas 7,028 2,08042E-12
secreted protein
Expresion reducida
Calcitonin related . .
CALCA R Tiroides — Células C -6,496 1,08617E-09
polypeptide alpha
GRP Gastrin releasing peptide Expresidn ubicua -6,417 6,38566E-06
CHGA Chromogranin A Paratiroides, glandula adrenal, y 4,337 6,15386E-08
otras células neuroendocrinas
SST Somatostatin Aparato digestivo, sistema 3,771 9,71824E-05
nervioso, glandulas adrenales
SCGN Secr.etago.gln., EF-hanc! Apatato dlg.es’tlny, sistema 3,527 2,88214E-09
calcium binding protein nervioso, hipdfisis
VGF nerve growth factor . . o
VGF . . Sistema nervioso, hipofisis -3,418 8,48606E-06
inducible
VSTM2A V-setand transmembrane g0 nervioso -3,274 2,31552E-05
domain containing 2A
Uncharacterized
LOC100128317 LOC100128317 - -2,889 0,001771624
PTPRN Protein tyrosine H|P0f|5|s, sistema nervioso, 2,844 2,57114E-05
phosphatase receptor type N glandulas adrenales
CSMD3 CcuB a.nd Sushi multiple Slstgma nervioso, hipdfisis, tejido 2,827 0,006589902
domains 3 testicular
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RESULTADOS

Tabla 9. Resumen de los 10 genes mas diferencialmente expresados positiva y negativamente
y con un p-valor inferior a 0,01 entre los grupos de SFIy ELI.

Gen Proteina Principal fuente de expresion log2 Fold change p-valor adj.
Expresion aumentada
CALCA gﬁ)'ﬁ':on'" related polypeptide 1 e _ células € 7,115 7,2103E-09
GRP Gastrin releasing peptide Expresidn ubicua 6,930 2,3916E-05
CHGA Chromogranin A Paratiroides, glandula adrenal, y 4,902 9,8434E-08
otras células neuroendocrinas
SST Somatostatin Aparato digestivo, sistema 4,003 0,00033229
nervioso, glandulas adrenales
VGF YGF n'erve growth factor Sistema nervioso, hipofisis 3,785 1,9261E-05
inducible
CEACAMS CEA cell adhesion molecule 5 Sistema digestivo 3,475 0,00021146
PTPRN Protein tyrosine phosphatase H|P0f|5|s, sistema nervioso, 3,344 1,528E-05
receptor type N glandulas adrenales
SCGN S.ecrf-ztagogln,‘EF-hand calcium Apar.ato dlg.es’tl.v(.), sistema 3,235 3 8945E-06
binding protein nervioso, hipdfisis
SLC7A11-AS1 SLC7A11 antisense RNA 1 Tejido testicular 3,146 2,2637E-05
GOLGA6L9 Golgin A6 family like 9 Expresidn ubicua 3,036 0,00278831
Expresion reducida
SERPINA9 Serpin family A member 9 LB asociados a centros germinales -5,190 0,00043062
NLRP2 NLR faim'wlly pyrin domain Sls“temz.a ne'rV|oso, tejido testicular, 4,598 1,2448E-09
containing 4 tejido linfoide
TCL1A TCL1 family AKT coactivator A Linfocitos B -4,445 1,0284E-06
RGS13 Regulator of G protein Tejido linfoide -4,165 1,9861E-10
signaling 13
TCL1B TCL1 family AKT coactivator | &)1d0 linfoide, tejido testicular, -4,127 0,00267118
placenta
KRT72 Keratin 72 Tejido testicular, piely tejido -3,925 5,3434E-12
linfoide
Fc fi fIgA IgM
FCAMR ¢ fragment of lgA and Ig Tejido linfoide y epitelio renal 3,921 0,00064141
receptor
FCER2 Fc fragment of IgE receptor Il Linfocitos B -3,921 3,4862E-12
AICDA Activation induced cytidine Linfocitos B -3,893 2,398E-08
deaminase
FCRL1 Fc receptor like 1 Linfocitos B -3,884 3,6403E-08

Otro de los objetivos de este estudio es el de identificar cambios en la expresiéon
de moléculas moduladoras de la respuesta inmune. Estos cambios podrian
indicar que vias sefializacién podrian estar implicadas en la respuesta tisular a la
perdida de tolerancia por parte del sistema inmune, y los mecanismos periféricos
implicados en la regulacion de las respuestas autoinmunes. En la Tabla 10 se
recogen los cambios de expresiéon en las distintas comparaciones de los
principales receptores o ligandos con efecto inmunomodulador descritos en la
literatura.
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RESULTADOS

Tabla 10. Expresion diferencial entre los distintos grupos de tiroides de algunos de los principales
ligandos y receptores modulares de la respuesta inmune.

SFl vs NIT ELI vs NIT SFI vs ELI

Proteina Gen log2 Fold change p-adj log2 Fold change p-adj log2 Fold change p-adj
PD-1 PDCD1 1,039 0,0000 3,265 0,0000 -2,227 0,0000
PD-L1 CD274 0,187 0,3876 0,793 0,0000 -0,606 0,0037
PD-L2 PDCD1LG2 0,185 0,4890 0,467 0,0271 -0,281 0,3192
VISTA VSIR 0,082 0,7758 0,501 0,0007 -0,419 0,0218
IGSF11 (VSIG-3) IGSF11 -0,188 0,6688 0,037 0,9332 -0,225 0,5885

IGSF11-AS1 IGZEI_ -1,097 0,7288 -0,161 0,9563 ND ND

CTLA-4 CTLA4 1,745 0,0000 4,497 0,0000 -2,752 0,0000
LAG3 LAG3 1,055 0,0000 2,711 0,0000 -1,656 0,0000
FGL1 FGL1 -0,148 0,9194 -0,463 0,5414 0,315 0,7387
CLEC4G CLEC4G -0,561 0,4301 0,176 0,8405 -0,738 0,3607
CD160 CD160 0,237 0,4865 1,121 0,0000 -0,883 0,0026
BTLA BTLA 1,800 0,0000 4,948 0,0000 -3,148 0,0000
HVEM TNFRSF14 -0,011 0,9787 0,634 0,0000 -0,645 0,0002
LAIR1 LAIR1 0,471 0,0777 1,813 0,0000 -1,342 0,0001
TIM3 HAVCR2 0,632 0,0008 1,847 0,0000 -1,215 0,0001
Gal9 LGALS9C 0,535 0,4225 1,555 0,0025 -1,020 0,1304
HMGB1 HMGB1 -0,009 0,9637 0,171 0,0229 -0,180 0,0427
CEACAM1 CEACAM1 -0,095 0,8681 -0,501 0,0697 0,407 0,2422
TIGIT TIGIT 2,190 0,0000 4,432 0,0000 -2,242 0,0000
CD112 NECTIN2 0,071 0,7065 -0,553 0,0000 0,624 0,0000
CD113 NECTIN3 0,073 0,8143 -0,521 0,0004 0,594 0,0005
CD155 PVR -0,032 0,9261 -0,709 0,0000 0,676 0,0000
IDO1 IDO1 0,434 0,3256 0,895 0,0288 -0,461 0,4149
IDO2 IDO2 0,016 0,9862 0,006 0,9916 0,010 0,9884
NLRC3 NLRC3 0,554 0,0000 2,493 0,0000 -1,939 0,0000
CD48 CD48 1,226 0,0000 3,587 0,0000 -2,361 0,0000
FCRL3 FCRL3 2,865 0,0000 5,848 0,0000 -2,984 0,0000
FCRL4 FCRL4 3,767 0,0000 7,301 0,0000 -3,534 0,0003
B7-H4 VTCN1 -0,351 0,7713 0,542 0,5027 -0,893 0,3025
B7-H3 CD276 0,014 0,9652 -0,244 0,0544 0,258 0,0847
CD96 CD96 0,571 0,0000 2,325 0,0000 -1,754 0,0000
CD111 NECTIN1 0,187 0,2756 0,095 0,6764 0,093 0,7240
HHLA2 (B7-H5) HHLA2 0,639 0,3237 2,326 0,0000 -1,687 0,0094
TMIGD2 TMIGD2 0,456 0,2733 3,032 0,0000 -2,576 0,0000
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RESULTADOS

Entre las distintas comparaciones entre grupos existen multitud de cambios
significativos en la expresion de distintas molécula inmunomoduladoras, por lo
que restringimos la busqueda a aquellas con cambios de magnitud en su
expresion superiores a 1,5 y con p-valores ajustados inferiores a 0,001. Al
comparar el grupo de muestras SFI con el NIT destaca el aumento de expresion
de CTLA-4 y TIGIT, que se expresan principalmente en linfocitos T, y el aumento
de expresion FCRL3, FCRL4, y BTLA, que se expresan mayoritariamente en
linfocitos B. Si comparamos el grupo de muestras con mayor infiltraciéon linfoide
(ELI) con el grupo NIT, las moléculas anteriormente citadas aumentan atin mas
su expresion. Se identifican, ademas, otros receptores y ligandos
inmunomoduladores cuya expresion se ve incrementada por encima 1,5 6rdenes
de magnitud con respecto al grupo NIT, la mayor parte de estas proteinas, como
PD-1, LAG3 o0 TIM3, se expresan principalmente en linfocitos T. Aunque también
hay moléculas inmunomoduladoras que pueden ser producidas por distintos
tipos celulares, como LAIR1, HHLA2 o Galo.

2.3. Anélisis de significacion biologica

El objetivo de este anilisis es determinar si un grupo determinado de genes,
habitualmente pertenecientes a una misma categoria del gene ontology (GO), se
encuentran sobrerrepresentados en una muestras con respecto a otra de
referencia. Para ello se realiz6 un analisis utilizando dos bases de datos anotadas:
Gene Ontology (GO) y Reactome Pathway Knowledge base. Ambas bases de datos
trabajan empleando un grupo de genes previamente definidos por el usuario, en
base al namero de genes diferencialmente expresados en las tres comparaciones
realizadas se definieron los siguientes criterios para la selecciéon del grupo de
genes utilizado para cada una de ellas:

SFI vs NIT: genes con cambios en su expresion superiores a 1 orden de
magnitud y p-valor ajustado inferior a 0,05.

ELI vs NIT: genes con cambios en su expresion superiores a 3 orden de
magnitud y p-valor ajustado inferior a 0,05.

SFI vs ELI: genes con cambios en su expresion superiores a 2 orden de
magnitud y p-valor ajustado inferior a 0,05.
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El proyecto Gene Ontology (GO) proporciona un vocabulario estandarizado que
describe cada gen en base a tres categorias diferentes: procesos biolégicos (BP),
compuestos celulares (CC) y funcién molecular (MF). Empleando esta base de
datos se realiza un anélisis de enriquecimiento en las distintas comparaciones en
los grupos descritos (NIT, SFI y ELI) en cada una de las categorias ontolbgicas
definidas por GO. Para cada categoria de GO y comparacion se obtiene un listado
con los principales términos GO enriquecidos en el grupo seleccionado con
respecto al de referencia. En cada una de las Tablas 11-13 se muestran los
resultados obtenidos para cada comparacion, en ellas se detallan los 10 términos
mas enriquecidos en cada una de las categorias GO. Al comparar cualquiera de
los dos grupos de muestras que presentan infiltrados linfoides, SFI y ELI, con el
grupo de muestras no infiltradas vemos que los 10 procesos biolégicos (BP) mas
enriquecidos son aquellos relacionados con activacién, diferenciacion y adhesion
de leucocitos, y mas concretamente de linfocitos (Figuras 45-46). En cuanto a
la categoria de componentes celulares (CC), en ambos casos cabe destacar el
enriquecimiento en genes relacionados con el complejo TCR, con la sinapsis
inmunolégica, y con otros receptores y membrana. En la categoria de funcion
molecular (MF) algunos de los términos méas enriquecidos en el grupo SFI hacen
referencia a la actividad de receptores de citocinas y de nucleétidos, o a la
actividad de adaptadores de la sefializacion; en el caso del grupo ELI, podemos
encontrar, ademas, enriquecimiento en la regulacién de receptores y de sus
ligandos, asi como especificamente en receptores de TNF. En los anexos se
muestran diferentes representaciones graficas para facilitar la interpretacion de
los resultados obtenidos. Las Figuras suplementarias 12-18 muestran el
resto de las representaciones de las redes de los genes correspondientes a los
términos méas enriquecidos en cada comparacion. Las Figuras
suplementarias 19-27 muestran mapas con la relaciéon entre los términos mas
enriquecidos encontrados para cada categoria y comparacion realizadas, en este
tipo de grafico los términos GO se agrupan en funcion a similitud.
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Tabla 11. Términos pertenecientes a las tres categorias definidas por Gene Ontology
enriquecidos en la comparacién entre muestras NIT y SFI.

Identificacién  Descripcién Ratio de genes!  p-valor ajustado

Procesos bioldgicos (BP)

G0:0042110 T cell activation 46/240 7.31e-23
G0:0030098  lymphocyte differentiation 35/240 4.06e-18
G0:0051249  regulation of lymphocyte activation 40/240 4.09e-18
G0:1903037  regulation of leukocyte cell-cell adhesion 35/240 8.79e-18
G0:0050863  regulation of T cell activation 34/240 8.79%e-18
G0:0007159  leukocyte cell-cell adhesion 36/240 1.13e-17
G0:0002521  leukocyte differentiation 40/240 1.14e-17
G0:0022407  regulation of cell-cell adhesion 37/240 7.37e-17
G0:0002696  positive regulation of leukocyte activation 31/240 3.27e-14
G0:0050867  positive regulation of cell activation 31/240 7.67e-14
Componentes celulares (CC)

G0:0009897  external side of plasma membrane 29/254 1.59e-15
G0:0098552  side of membrane 36/254 9.89%e-15
G0:0001772  immunological synapse 9/254 2.80e-08
G0:0098802  plasma membrane receptor complex 16/254 1.47e-07
G0:0043235  receptor complex 19/254 4.75e-06
G0:0042101 T cell receptor complex 6/254 4.75e-06
G0:0098636  protein complex involved in cell adhesion 5/254 3.01e-03
Funcién molecular (MF)

G0:0004896  cytokine receptor activity 10/226 1.17e-04
G0:0071723  lipopeptide binding 4/226 6.09e-04
G0:0001614  purinergic nucleotide receptor activity 5/226 6.09e-04
G0:0016502  nucleotide receptor activity 5/226 6.09e-04
G0:0035586  purinergic receptor activity 5/226 1.22e-03
G0:0035591  signaling adaptor activity 7/226 5.00e-03
G0:0005070  SH3/SH2 adaptor activity 6/226 5.38e-03

Ratio de genes: nimero de genes pertenecientes a una determinado término ontolégico
diferencialmente expresados entre ambos grupos de muestras sobre el total de los genes que

conforman dicho término.
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RESULTADOS

Tabla 12. Términos pertenecientes a las tres categorias definidas por Gene Ontology
enriquecidos en la comparacién entre muestras NIT y ELL.

Identificacion

Descripcidn

Ratio de genes?*

p-valor ajustado

Procesos bioldgicos (BP)

G0:0042110 T cell activation 52/249 4.60e-28
G0:0051249  regulation of lymphocyte activation 46/249 7.01e-23
G0:0050863  regulation of T cell activation 39/249 3.61e-22
G0:1903037  regulation of leukocyte cell-cell adhesion 40/249 3.61e-22
G0:0007159  leukocyte cell-cell adhesion 41/249 7.84e-22
G0:0002521  leukocyte differentiation 44/249 1.56e-20
G0:1903039  positive regulation of leukocyte cell-cell 32/249 3.23e-20
adhesion
G0:0002696  positive regulation of leukocyte activation 38/249 3.23e-20
G0:0030098  lymphocyte differentiation 37/249 3.58e-20
G0:0022407  regulation of cell-cell adhesion 41/249 5.33e-20
Componentes celulares (CC)
G0:0098552  side of membrane 40/264 2.76e-17
G0:0009897  external side of plasma membrane 31/264 2.76e-17
G0:0001772  immunological synapse 12/264 1.12e-12
G0:0042101 T cell receptor complex 8/264 5.69e-09
G0:0098802  plasma membrane receptor complex 16/264 2.37e-07
G0:0043235  receptor complex 18/264 3.97e-05
G0:0031234  extrinsic component of cytoplasmic side of 8/264 4.73e-03
plasma membrane
G0:0009898  cytoplasmic side of plasma membrane 10/264 4.73e-03
G0:0098562  cytoplasmic side of membrane 10/264 9.85e-03
Funcién molecular (MF)
G0:0004896  cytokine receptor activity 10/236 1.57e-04
G0:0030545  receptor regulator activity 20/236 1.92e-03
G0:0048018  receptor ligand activity 19/236 1.92e-03
G0:0005164  tumor necrosis factor receptor binding 5/236 4.58e-03
G0:0004715  non-membrane spanning protein tyrosine 6/236 4.58e-03
kinase activity
G0:0035591  signaling adaptor activity 7/236 5.91e-03
G0:0005070  SH3/SH2 adaptor activity 6/236 6.15e-03
GO:0005125  cytokine activity 11/236 9.79e-03
G0:0016176  superoxide-generating NADPH oxidase 3/236 9.91e-03
activator activity
G0:0071723  lipopeptide binding 3/236 9.91e-03

1Ratio de genes: nimero de genes pertenecientes a una determinado término ontolégico
diferencialmente expresados entre ambos grupos de muestras sobre el total de los genes que

conforman dicho término.
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Tabla 13. Términos pertenecientes a las tres categorias definidas por Gene Ontology
enriquecidos en la comparacién entre muestras SFIy ELI.

Identificacién  Descripcién Ratio de genes!  p-valor ajustado

Procesos bioldgicos (BP)

G0:0042110 T cell activation 63/337 1.50e-31
G0:0050863  regulation of T cell activation 46/337 1.69e-23
G0:1903037  regulation of leukocyte cell-cell adhesion 47/337 1.96e-23
G0:0051249  regulation of lymphocyte activation 53/337 2.13e-23
G0:0007159  leukocyte cell-cell adhesion 48/337 6.41e-23
G0:1903039  positive regulation of leukocyte cell-cell 38/337 4.56e-22
adhesion
G0:0050870  positive regulation of T cell activation 37/337 7.12e-22
G0:0030098  lymphocyte differentiation 44/337 7.81e-22
G0:0002521  leukocyte differentiation 52/337 7.81e-22
G0:0002696  positive regulation of leukocyte activation 45/337 7.81e-22
Componentes celulares (CC)
G0:0098552  side of membrane 43/353 8.80e-15
G0:0009897  external side of plasma membrane 32/353 2.00e-14
G0:0001772  immunological synapse 11/353 1.33e-09
G0:0042101 T cell receptor complex 8/353 7.32e-08
G0:0098802  plasma membrane receptor complex 18/353 4.92e-07
G0:0043235  receptor complex 20/353 2.26e-04
G0:0000779  condensed chromosome, centromeric 11/353 5.63e-04
region
G0:0000775 chromosome, centromeric region 14/353 6.76e-04
G0:0009898  cytoplasmic side of plasma membrane 12/353 3.39e-03
G0O:0000777  condensed chromosome kinetochore 9/353 4.51e-03
Funcién molecular (MF)
G0:0004896  cytokine receptor activity 15/327 6.95e-08
GO:0005125  cytokine activity 17/327 2.23e-04
G0:0005164  tumor necrosis factor receptor binding 7/327 2.23e-04
G0:0048018  receptor ligand activity 25/327 2.31e-04
G0:0004715  non-membrane spanning protein tyrosine 8/327 4.24e-04
kinase activity
G0:0030545  receptor regulator activity 25/327 4.24e-04
G0:0001637  G-protein coupled chemoattractant 6/327 4.24e-04
receptor activity
G0:0004950  chemokine receptor activity 6/327 4.24e-04
G0:0032813  tumor necrosis factor receptor 7/327 1.10e-03
superfamily binding
G0:0071723  lipopeptide binding 4/327 1.10e-03

Ratio de genes: nimero de genes pertenecientes a una determinado término ontologico
diferencialmente expresados entre ambos grupos de muestras sobre el total de los genes que
conforman dicho término.
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Figura 45. Red de genes encontrados en los términos de Gene Ontology mas representados
para la categoria de procesos biologicos en la comparacion entre muestras de tejidos no
infiltrados (NIT) y tejidos con pequefios infiltrados focales (SFI). Cada gen se representa unido
con los términos a los que pertenece. Los términos GO enriquecidos se muestran como nodos
cuyo tamano es proporcional al nimero de genes que los forman y que se han encontrado
diferencialmente expresados.
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Figura 46. Red de genes encontrados en los términos de Gene Ontology mas representados
para la categoria de procesos biologicos en la comparacion entre muestras de tejidos no
infiltrados (NIT) y tejidos con infiltraciéon extensa (ELI). Cada gen se representa unido con los
términos a los que pertenece. Los términos GO enriquecidos se muestran como nodos cuyo
tamafio es proporcional al ntimero de genes que los forman y que se han encontrado
diferencialmente expresados.

La base Reactome Pathway Database, de forma analoga a GO utiliza un
vocabulario estandarizado para clasificar los procesos biolégicos de un

organismo, estos procesos se pueden a su vez agrupar en vias biologicas.
Mediante el uso de esta base de datos realizamos las comparaciones entre los
distintos grupos de muestras para obtener un listado de vias biologicas
enriquecidas en cada situaciéon. Las 10 vias més representadas en cada una de las
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tres comparaciones realizadas se muestran en las Tablas 14-16, en todas ellas
los procesos biol6gicos mas sobrerrepresentados a nivel transcripcional estan
relacionados con interacciones entre células del sistema inmune, sefializacion por
diversas citocinas, sefializacion a través del BCR y TCR, y procesos de adhesiéon
celular. Las Figuras suplementarias 28-30 representan las redes formadas
por los genes y los procesos biologicos con los que estan relacionados, por otro
lado, las Figuras suplementarias 31-33 muestran las principales vias
representadas en cada situacion, agrupandolas entre en si en base a su similitud.
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Tabla 14. Vias bioldgicas pertenecientes a la clasificacién de Reactome enriquecidas en
la comparacién entre muestras NIT y ELI.

Identificacion

Descripcidn

Ratio de genes?

p-valor ajustado

Genes?

R-HSA-198933

R-HSA-5669034

R-HSA-388841

R-HSA-5668541

R-HSA-983695

R-HSA-375276

R-HSA-202733

R-HSA-380108

R-HSA-983705

R-HSA-373076

Immunoregulatory
interactions between a
Lymphoid and a non-
Lymphoid cell

TNFs bind their
physiological receptors

Costimulation by the CD28
family

TNFR2 non-canonical NF-
kB pathway

Antigen activates B Cell
Receptor (BCR) leading to
generation of second
messengers

Peptide ligand-binding
receptors

Cell surface interactions at
the vascular wall

Chemokine receptors bind
chemokines

Signaling by the B Cell

Receptor (BCR)

Class A/1 (Rhodopsin-like
receptors)

17/145

9/145

10/145

11/145

7/145

13/145

11/145

7/145

10/145

16/145

7.07e-10

1.8%e-08

4.66e-06

9.95e-06

5.83e-05

1.07e-04

1.37e-04

1.57e-04

1.88e-04

3.04e-04

CD19, SLAMF7,
SLAMF6, ITGA4, CD3E,
CD3D, SH2D1A,
CRTAM, ITGAL, LILRB1,
CD3G, TREML2, NCR3,
SIGLECS, SIGLECS,
CD1C, CD1B
TNFRSF13B, TNFRSF17,
CD27, TNFRSF18,
TNFSFS8, LTA, TNFRSF9,
TNFSF11, EDAR

BTLA, CTLA4, CD28,
LCK, CD3E, CD3D,
PDCD1, CD3G, ICOS,
NPHS1

TNFRSF13C,
TNFRSF13B, TNFRSF17,
LTB, CD27, TNFRSF18,
TNFSFS8, LTA, TNFRSF9,
TNFSF11, EDAR

CD19, BLK, CD79A,
DAPP1, CD798B, BTK,
NPHS1

PNOC, CXCL13, CCR4,
CXCRS5, CXCLS9, KISS1R,
CCL19, PMCH, CCRS,
NMU, MC4R, CXCL11,
UTS2

SIRPG, JCHAIN, CD84,
CD48, FCAMR, VPREBS3,
LCK, ITGA4, CD2, ITGAL,
VPREB1

CXCL13, CCR4, CXCRS5,
CXCL9, CCL19, CCRS,
CXCL11

CD19, BLK, CD79A,
DAPP1, CD79B,
CARD11, PRKCB, BTK,
RASGRP1, NPHS1
PNOC, CXCL13, P2RY10,
CCR4, CXCR5, GPR18,
CXCLS9, KISS1R, CCL19,
PMCH, CCR8, NMU,
MC4R, CXCL11, UTS2,
TAAR1

1Ratio de genes: nimero de genes pertenecientes a una determinado término ontolégico
diferencialmente expresados entre ambos grupos de muestras sobre el total de los genes que
conforman dicho término.
2Genes: listado de genes incluidos en cada uno de los términos que se encuentran diferencialmente
expresados entre ambos grupos de muestras.
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Tabla 15. Vias biologicas pertenecientes a la clasificacion de Reactome enriquecidas en la
comparacion entre muestras NIT y ELI.

Identificacion

Descripcidn

Ratio de genes?

p-valor ajustado

Genes?

R-HSA-198933

R-HSA-388841

R-HSA-983695

R-HSA-5669034

R-HSA-202430

R-HSA-202433

R-HSA-202427

R-HSA-202733

R-HSA-389948

R-HSA-5668541

Immunoregulatory
interactions between a
Lymphoid and a non-
Lymphoid cell

Costimulation by the
CD28 family

Antigen activates B
Cell Receptor (BCR)
leading to generation
of second messengers

TNFs bind their
physiological receptors

Translocation of ZAP-
70 to Immunological
synapse

Generation of second
messenger molecules
Phosphorylation of
CD3 and TCR zeta
chains

Cell surface
interactions at the
vascular wall

PD-1 signaling

TNFR2 non-canonical
NF-kB pathway

19/147

11/147

8/147

7/147

6/147

7/147

6/147

12/147

6/147

10/147

5.22e-12

5.83e-07

5.74e-06

9.07e-06

1.04e-05

1.58e-05

1.89e-05

1.89e-05

2.05e-05

4.19e-05

CD19, SLAMF®, SELL,
CD3E, TREML2, CD247,
CD3G, CD3D, ITGAL,
LILRB1, SLAMF7, NCR3,
SH2D1A, CRTAM, CD22,
SIGLECS, CD1C, LILRA4,
SIGLEC6

BTLA, PDCD1, LCK,
CD3E, CD247, CD3G,
CD3D, CTLA4, CD28,
ICOS, NPHS1

CD798, BLK, CD19,
DAPP1, BTK, CD79A,
CD22, NPHS1

TNFSF8, LTA,
TNFRSF13B, TNFRSF17,
TNFSF11, EDAR,
TNFRSFS

LCK, CD3E, ZAP70,
CD247, CD3G, CD3D

LCK, CD3E, ZAP70,
CD247,CD3G, CD3D, ITK

LCK, CD3E, CD247,
CD3G, CD3D, PTPRC

VPREB3, CD48, LCK,
SIRPG, SELL, CD2, CD84,
ITGAL, FCAMR, IGLL1,
JCHAIN, VPREB1
PDCD1, LCK, CD3E,
CD247, CD3G, CD3D
LTB, TNFRSF13C,
TNFSFS, LTA,
TNFRSF13B, TNFRSF17,
TNFSF11, EDAR, TNF,
TNFRSF9

1Ratio de genes: numero de genes pertenecientes a una determinado término ontologico
diferencialmente expresados entre ambos grupos de muestras sobre el total de los genes que
conforman dicho término.
2Genes: listado de genes incluidos en cada uno de los términos que se encuentran

diferencialmente expresados entre ambos grupos de muestras.
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Tabla 16. Vias biologicas pertenecientes a la clasificacion de Reactome enriquecidas en la
comparacion entre muestras SFI y ELI.

Identificacion  Descripcidn Ratio de genes®  p-valor ajustado  Genes?

SELL, SLAMF6, TREML2,
Immunoregulatory €D247, CD3E, D19,
interactions between CD3G, CD40LG, CD22,
R-HSA-198933 . 19/206 3.46e-09 CD3D, ITGAL, LILRB1,
S— a Lymphoid and a non-
Lymphoid cel NCR3, LILRA4,
SIGLEC10, SIGLECS,
CD1C, SIGLECS6, CD1A
BTLA, PDCD1, LCK,
VAV1, CD247, CD3E,
13/206 2.22e-07 GRAP2, CD3G, CD3D,
CTLA4, ICOS, CD28,
NPHS1

. WAS, ZAP70, LCK,
Generation of second

RHSA-202433 T O O eeon 9/206 1.446-06 CD247, CD3E, GRAP2,
g CD3G, CD3D, ITK

Costimulation by the

R-HSA-388841 CD28 family

Antigen activates B
Cell Receptor (BCR)
leading to generation
of second messengers

CD798B, BLK, BTK, VAV1,
9/206 5.34e-06 DAPP1, CD19, CD22,
CD79A, NPHS1

R-HSA-983695

TNFs bind their TNFSF8, LTA, TNFSF11,
R-HSA-5669034  physiological 7/206 8.85e-05 EDAR, CD70, TNFRSF17,
receptors TNFRSF13B
Translocation of ZAP-
; ZAP70, LCK, CD247,
R-HSA-202430 70 to Immunological 6/206 8.85e-05 CD3E, CD3G, CD3D
synapse
VPREB3, SELL, CD48,
Cell surface LCK, SPN, CD2, SIRPG,
R-HSA-202733 interactions at the 13/206 1.79e-04 ITGAL, CD84, SLC7A11,
vascular wall IGLL1, CEACAMS,
FCAMR
Chemokine receptors CCR6, CCR/, CXCR4,
R-HSA-380108 8/206 1.79e-04 CXCR3, CXCR5, CCR9,

bind chemokines XCL2, CXCL13

TNFSF8, CD40LG, LTB,
TNFR2 non-canonical LTA, TNFSFLL, TNF,
R-HSA-5668541 NF-kB pathway 11/206 1.79e-04 EDAR, CD70,
TNFRSF13C, TNFRSF17,
TNFRSF13B
PDCD1, LCK, CD247,

R-HSA-389948 PD-1 signaling 6/206 1.7%e-04 CD3E, CD3G, CD3D

1Ratio de genes: nimero de genes pertenecientes a una determinado término ontologico
diferencialmente expresados entre ambos grupos de muestras sobre el total de los genes que
conforman dicho término.

2Genes: listado de genes incluidos en cada uno de los términos que se encuentran
diferencialmente expresados entre ambos grupos de muestras.

En conjunto, existen multiples diferencias a nivel transcripcional entre los tres
grupos de muestras definidos en base a la revision de los datos histolégicos. Estos
cambios afectan principalmente a genes expresados principalmente en células del
sistema inmune, o a gene con funciones inmunomoduladoras, siendo ademaés
estos cambios mas pronunciados en el grupo con mayor grado de infiltracion
linfocitaria (ELI).
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3. Cibersort

Los datos de expresion génica para cada uno de los tejidos incluidos en el estudio
se analizaron empleado la aplicacién web Cibersort para obtener una estimaciéon
de la abundancia relativa de 22 subpoblaciones diferentes de células del sistema
inmune. La composicion relativa del infiltrado linfocitario para cada uno de los
tejidos se muestra en la Figura suplementaria 34. De forma general, y sin
diferenciar entre los distintos grupos de tejidos, cabe destacar la abundancia en
los infiltrados linfocitarios de estas muestras de tiroides de macrofagos del tipo
M2 y linfocitos CD4 de memoria en reposo, aunque en menor proporcion
también podemos encontrar células B y linfocitos CD8 naive (Figura 47).

Neutrophils
Eosinophils

Mast cells activated
0.8+ Mast cells resting
Dendritic cells activated
Dendritic cells resting
0.64 Macrophages M2
Macrophages M1
Macrophages MO
Monocytes

0.4 NK cells activated
NK cells resting

T cells gamma delta

T cells regulatory (Tregs)

T cells follicular helper

T cells CD4 memory activated
T cells CD4 memory resting
T cells CD4 naive

T cells CD8

Plasma cells

0.0

NIT SFI ELI

B cells memory

ggnrgncdndnnERERERROORDDD

B cells naive

Figura 47. Composicién relativa media de los infiltrados en los tres tipos de tejidos estudiados
mediante RNA-seq: tiroides no infiltrados (NIT), con presencia de pequenos infiltrados focales
(SFI), y con infiltrados extensos (ELI).

Si analizamos la abundancia relativa de las subpoblaciones celulares definidas
por el archivo de referencia LM22 proporcionado por la plataforma en cada uno
de los grupos de muestras, encontramos que algunas de ellas presentan
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diferencias significativas entre si. Las mayores diferencias se encuentran en el
compartimento de linfocitos B, que muestra una mayor presencia de linfocitos B,
tanto de memoria como naive, en las muestras SFI y ELI, especialmente en este
ultimo grupo; observamos ademas un aumento de las células plasmaticas en
ambos grupos con respecto al grupo NIT (Figura 48A). Con relacion a las células
de origen mieloide, si bien de forma general los macréfagos M2 son una de las
subpoblaciones méas representadas en el conjunto de las muestras, su presencia
relativa disminuye en los grupos SFI y ELI con respecto a las muestras NIT,
mientras que los macréfagos de tipo M1 presentan un ligero aumento en el grupo
SFI con respecto al grupo NIT (Figura 48B). Ademaés, en el grupo ELI con
respecto al NIT observamos una disminuciéon de la proporcion de monocitos y
células NK (Figuras 48C-D), y un pequeiio aumento de linfocitos CD8 (Figura
48E).
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Figura 48. Comparaciéon de la frecuencia relativa de distintas poblaciones infiltrantes de
interés entre los grupos de tejidos no infiltrados (NIT), con infiltrados focales (SFI) y con
infiltrados extensos (ELI). Diferencias encontrados entre los tejidos (A) en las subpoblaciones
de células B naive, B de memoria y células plasmaticas, (B) subpoblaciones de macré6fagos M1y
M2, (C) monocitos, (D) células NK en reposo, y, (E) células T CD8+. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p
< 0,001; ¥***p < 0,0001.
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Las células CD4 de memoria en reposo son la principal poblacién celular
identificada por Cibersort en la mayor parte de los tiroides independientemente
a su clasificacion. Sin embargo, el uso del archivo de referencia LM22 no permite
diferenciar la polarizacion en este tipo de células T. Para determinar el tipo de
respuesta Th predominante en los tejidos infiltrados en primer lugar se
seleccion6 un grupo de genes -caracteristicamente expresados por las
subpoblaciones Thi1, Th2, y Th17 (154). La expresion diferencial de estos genes
entre los grupos de muestras SFI y ELI sugiere que la respuesta Thi es la
predominante en los procesos de tiroiditis, y esta aumenta en los tejidos mas

infiltrados (Figura 49).
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Figura 49. Heatmap de la expresi6on
diferencial de los genes asociados a las
distintas respuestas Th entre los tejidos
sin infiltrar (NIT) y los dos grupos con
distinto grado de infiltraciéon linfocitaria
(SFI y ELI). Se observa un aumento de
genes asociados a la respuesta Th1 que es
especialmente marcado en la
comparacion entre el grupo NIT y ELL
Los nimeros contenidos en cada celda
corresponden con el fold-change obtenido
en el analisis de expresion diferencial.
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La clonacién de una serie de moléculas con la capacidad de modular la activacién
de linfocitos T durante los afios noventa revelé un nivel de complejidad en la
regulacion de la respuesta inmune hasta ese momento no sospechado (155).
Hasta el momento se han identificado més de una decena de pares de receptores
y ligandos que se sabe intervienen en la activacion de linfocitos T, aunque
estemos lejos de comprender la funcién de cada uno de ellos (65). Actualmente
se reconoce que la regulacion de esta respuesta inmune es en general mucho mas
compleja de lo inicialmente supuesto, y que podria jugar un papel clave en el
mantenimiento de la tolerancia a lo propio y, que sus fallos pueden dan lugar a
las enfermedades autoinmunes. A este conjunto de moléculas se les ha
denominado checkpoint receptors debido a que actian como puntos de control
de la progresion de la respuesta inmune, aunque también se pueden les
considerar como moléculas coestimuladoras o coinhibidoras de la activacion de
linfocitos T. Las primeras parejas receptor/ligando de checkpoint-receptors
inhibidores caracterizados fueron CTLA-4/CD28 y PD-1/PDL-1 -L2. Mientras
CTLA-4 actta inmediatamente tras la activacion, PD-1 y otras checkpoint
receptors actiian en fases posteriores.

Fue la presencia de un motivo ITIM en la cola citoplasmatica de PD-1, uno de los
primeros correceptores identificado, lo que sugirié que este podria poseer la
capacidad de regular negativamente determinadas respuestas inmunes in vivo
(156). La generacion de distintos modelos animales corroboré dicha funcion, y
miltiples trabajos han aportado resultados que sugieren que el eje de
sefializacion formado por PD-1y PD-L1/PD-L2 participa en el mantenimiento de
la tolerancia, siendo un claro ejemplo de ello el desarrollo de una enfermedad
similar al LES en ratones C57BL/6 PD-17/-, o el aumento de la penetrancia y el
inicio mas temprano de diabetes en ratones NOD PD-17/- (157,158). Sin embargo,
su papel en el desarrollo y el mantenimiento de las enfermedades autoinmunes
en humanos estd por determinar. A pesar del reciente interés que ha adquirido
PD-1 como diana terapéutica en el campo de la oncologia por su expresion en las
denominadas células exhausted, esta molécula se expresa preferentemente en
células T tras su activacion, pero también se ha descrito su presencia en células
Treg, Tfh, y de forma mas minoritaria en otras células de origen hematopoyético
como linfocitos B, células NK o NKT, macrofagos o células dendriticas. Sus
ligandos, PD-L1 y PD-L2, se expresan principalmente en macrofagos y células
dendriticas. Aunque se ha demostrado su expresion en distintos 6rganos no
linfoides en raton y humano, dicha expresion normalmente se ha asociado a
células presentadoras de antigeno presentes en estos tejidos o a el endotelio
vascular (159,160).
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Con el objetivo de comprender mejor el papel de este eje de senalizacion en las
enfermedades autoinmunes 6rgano-especificas en humanos, es necesario evaluar
la expresion de PD-1 y de sus ligandos no solo en las células de sistema inmune,
sino también en las células parenquimatosas del 6rgano diana. Por esta razon, en
el presente trabajo se ha estudiado la expresiéon de PD-1, PD-L1, y PD-L2 en
células mononucleares de sangre periférica (CMSPs), linfocitos infiltrantes del
tiroides (LITs), y en las propias células foliculares tiroideas (CFTs) en pacientes
con enfermedad de Graves (EG) y tiroiditis de Hashimoto (TH), utilizando
muestras de pacientes con bocio multinodular (BMN) como control no
autoinmune. Mediante el uso combinado de citometria de flujo sobre células
frescas, inmunofluorescencia en secciones de tejido -criopreservado, y
experimentos de induccién in vitro en cultivos primarios de CFTs y de lineas
celulares derivadas de tiroides, hemos demostrado de forma fehaciente que las
CFTs tienen la capacidad de expresar PD-L1y que, de hecho, este se expresa muy
moderadamente en CFTs en las glandulas afectadas por procesos autoinmunes.
Los resultados obtenidos sugieren, por tanto, que el eje de senalizacién PD-1/PD-
L1 mantiene un papel activo en el control de la respuesta autoinmune en el
tiroides de pacientes con EAT.

Para explorar la capacidad funcional de la expresion de PD-L1 en CFTs, pero no
en células de origen hematopoyético, en experimentos posteriores se estudi6 en
cultivos primarios la interaccion de CFTs y CMSPs auto6logos, y su efecto sobre la
capacidad proliferativa de estos tltimos. Los resultamos obtenidos muestran que
el cocultivo con CFTs autélogos es capaz de inhibir la proliferacion de CMSPs
inducida mediante la estimulacion con anticuerpos anti-CD3/CD28, aunque este
proceso no es dependiente de la senalizaciéon mediada por PD-1 (Datos no
mostrados). Con el objetivo de identificar otras posibles vias
inmunomoduladoras implicadas en el mantenimiento de las respuestas
autorreactivas frente al tiroides, se analizaron los datos de RNA-seq obtenidos de
tejido tiroideo de donantes de 6rganos pertenecientes al proyecto GTEx (144), y
cedidos a nuestro grupo por el NIH.

El presente trabajo aporta datos que demuestran por primera vez la implicaciéon
de la via de sefializacién PD-1/PD-L1 en las EAT. Si bien los resultados obtenidos
sugieren que la expresion de PD-L1 por parte de las CFTs podria constituir un
mecanismo de tolerancia periférica que favoreceria el control de los linfocitos
autorreactivos, la interaccion entre las CFTs y los LITs es un fendémeno
presumiblemente complejo que requerird de la intervencién de maultiples
moléculas. Caracterizar en detalle la contribuciéon de PD-1/PD-L1, asi como de
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otras vias de sefializacion, a este proceso requerira estudios adicionales. Creemos
que los datos aqui expuestos son fiables al haberse obtenido mediante distintas
técnicas complementarias como la citometria de flujo en células frescas y cultivos,
la inmunofluorescencia indirecta en secciones de tejidos congelados, o la
determinacion de la expresion génica mediante qPCR.

En primer lugar, empleando citometria de flujo demostramos que los linfocitos T
CD4 circulantes de pacientes con EG mostraban un ligero aumento de la
expresion de PD-1 respecto a muestras de controles obtenidos de donantes de
sangre. El incremento de la expresion de PD-1 en linfocitos T de sangre periférica,
tanto CD4 como CDS8, se ha observado previamente asociado a otras
enfermedades autoinmunes como el LES, la trombocitopenia autoinmune, o la
esclerosis sistémica en humanos (161-163). Al comparar la expresién de PD-1 en
linfocitos circulantes e intratiroidales en muestras de pacientes con enfermedad
de Graves, observamos un incremento significativo en la expresion de PD-1 en
LITs, detectandose las mayores diferencias en las subpoblaciones de memoria
Tcem y T efectoras, las cuales constituian ademés la mayor parte del infiltrado T en
los tiroides estudiados. Estas subpoblaciones de linfocitos intratiroidales
presentaban a su vez una proporcion variable de células con una alta expresion
de PD-1 (PD-1h), este patréon de expresion de PD-1 no pudo detectarse en
muestras de sangre periférica. Mediante el uso de IFI en secciones de tiroides
congelado se confirmo la alta expresion de PD-1los LITs CD4 y CD8 en muestras
de pacientes con EG y TH. Esto permiti6 ademas realizar una descripcion general
de la organizacion de los infiltrados en estas glandulas. De acuerdo a lo publicado
previamente por otros grupos, la mayor parte de los linfocitos T se encontraban
en grandes infiltrados en espacios interfoliculares, los cuales estaban formados
principalmente por linfocitos CD4, mientras que los linfocitos CD8 podian
encontrarse ademés infiltrando de forma difusa grandes areas del tejido

(164,165).

El predominio de un fenotipo de memoria y efector, y la alta expresion de PD-1
en estas subpoblaciones de los linfocitos T infiltrantes, sugieren que una elevada
proporcion de estas células podrian corresponder con las denominadas células T
exhausted, ya que estos rasgos serian comunes a los descritos previamente para
este tipo de células en infecciones cronicas o en infiltrados tumorales (57,75). A
pesar de ello, existen otras poblaciones minoritarias de linfocitos T que se
caracterizan por la expresion de PD-1, como las células Treg, las células Tth, o las
recientemente descritas Tph (T peripheral helper) presentes en infiltrados de
pacientes con AR o cancer de mama (160,166,167). La presencia de células Tfh o
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Treg en los infiltrados de pacientes con EAT ha sido descrita previamente por
otros grupos (168,169), por ello seria recomendable profundizar en la
caracterizacion de estos infiltrados linfoides mediante la realizacion de anéalisis
adicionales empleando técnicas que permitan una mayor resolucién.

Empleando IFI sobre secciones de tejido congelado se estudio la expresion de los
ligandos de PD-1. En primer lugar, demostramos que PD-L1 se expresaba hasta
en el 80% de los tiroides examinados de pacientes con algin tipo de EAT,
mientras que tan solo se expresa en un 25% de los tejidos control empleados, en
los que ademés el nimero de células positivas era siempre menor que en los
tejidos autoinmunes. El hecho mas destacable es que dicha expresion se daba
preferentemente en células que por su morfologia y disposicion fueron
identificadas como CFTs, mientras que solo en unos pocos tejidos pudo
observarse su expresion en células infiltrantes. Por el contrario, la expresion de
PD-L2 result6 negativa tanto en CFTs como en células infiltrantes en todos los
tejidos estudiados independientemente de su diagnostico inicial. Mediante
tinciones maultiples se confirm6 la expresion de PD-L1 en tirocitos por su
coexpresion con TPO, aunque no se observé una relacion clara entre las zonas de
expresion de PD-Li1 y la presencia de infiltrados contiguos CD45+
independientemente de la expresion o no en dichas células de PD-1. Al igual que
lo observado para PD-L1, se sabe que una gran proporcion de CFTs de pacientes
con EAT expresan HLA de clase IT (8,170). Sin embargo, en los tejidos estudiados
mediante IFI triple las areas de expresion para PD-L1 y HLA-DR solapaban solo
parcialmente, mostrando diferencias no solo en el 4drea afectada sino también en
la intensidad de dicha expresion, que en ambos casos era considerablemente
mayor para HLA-DR. Este hecho se basa en el anélisis visual de las muestras, sin
que la extension e intensidad de ambas sefiales llegasen a cuantificarse
experimentalmente.

Como se ha comentado anteriormente en la seccion correspondiente de
resultados, recientemente se han identificado las proteinas CMTM4 y CMTM6
como reguladores positivos de PD-L1 en distintas lineas tumorales (150,152). En
una serie de muestras de tiroides estudiadas mediante IFI se ha observado que
ambas moléculas presentan una elevada expresion en CFTs tanto en secciones
obtenidas de pacientes con EAT y como de controles. Por lo tanto, es poco
probable que las diferencias de expresion de PD-L1 entre ambos grupos de
muestras se deban a cambios en la regulacién postraduccional dependientes de
alguna de estas proteinas.

Se sabe que la expresion de PD-Li en distintas lineas celulares y cultivos
primarios es inducible por IFN-y, y en menor medida por IFN de tipo I (120,171).
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En tiroides de pacientes con EG pero no en controles se ha demostrado la
presencia de una firma de IFN (11). Estos hechos sugieren que la expresion de
PD-L1 en tiroides de pacientes con EAT puede ser consecuencia de la producciéon
local de IFNs por los infiltrados presentes en estos tejidos. Mediante RT-PCR
detectamos un aumento significativo de los niveles del mRNA codificante para
PD-L1 en el tiroides de pacientes con EAT, estos presentaban ademés una
correlacion positiva con la expresion de PD-L1 observada previamente en estos
tejidos mediante IFI. La capacidad del IFN-y para inducir PD-L1 en CFTs se
estudié mediante estimulacion in vitro empleando las lineas celulares HT93,
TPC-1y HTH-83, y cultivos primarios de CFTs obtenidos de tiroides de pacientes
con EG y BMN. Mediante citometria de flujo y RT-PCR se confirmé en todas las
lineas celulares derivadas de tiroides la induccién de la expresion de PD-L1
durante las primeras 24 horas tras la estimulacion con IFN-y. La expresion de
PD-L1 en estos cultivos fue paralela a la de HLA-DR, aunque en cultivos
primarios esta present6 una induccién mayor en CFTs de pacientes con EG que
en controles, tanto en el porcentaje de células positivas como en la MFI que esta
poblacion presentd. Por el contrario, mientras que en lineas celulares se observo
una induccion de PD-L2 de magnitud similar a la de PD-L1, en cultivos primarios
la estimulacién con IFN-y no produjo un aumento significativo de la expresion
en superficie de PD-L2, o de los niveles de su mRNA correspondiente.

La expresion de PD-L1 y HLA-DR en CFTs tras la estimulacion con IFN-y esta en
consonancia con los resultados descritos en diversos trabajos anteriores. Sin
embargo, ambas moléculas presentan in vitro una induccion de magnitud
similar, lo cual no concuerda con lo observado in vivo mediante IFI en tiroides
de pacientes con EAT, donde la expresion de HLA-DR es muy superior a la de
PD-L1, tanto en extension como en la intensidad de su senal. Es ademas
interesante destacar que, los cultivos primarios de CFTs en ausencia de
estimulacion presentaron tras 24 horas la expresion espontanea de PD-Li. A
pesar de que el IFN-y es considerado el principal inductor de PD-L1, se han
descrito varias vias de senalizacion y mecanismos de regulacion que pueden
afectar a su expresion (172,173). Estas observaciones podrian indicar la
coexistencia de mecanismos adicionales de regulacién de PD-L1 en las CFTs,
como por ejemplo, mediante la represion activa de su expresiéon in vivo, o bien
mediante su induccién in vitro causada por la pérdida parcial de los contactos
célula-célula tras la digestion enzimatica de los foliculos, de forma similar a la
induccién de PD-L1 asociada al proceso de transicion epitelio-mesénquima
(EMT, epithelial-mesenchymal transition) descrita en algunos tumores (174).

Dos recientes trabajos de investigacion publicados durante la realizacién de este
proyecto respaldan los datos aqui expuestos hasta el momento en el contexto de
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la diabetes tipo I (171,175). Ambos grupos demuestran la expresion de PD-L1 en
las células B de los islotes pancreaticos en pacientes con diabetes tipo I pero no
en controles, y como dicha expresiéon podia ser inducida en cultivo mediante la
estimulacion con IFNs de tipo I y tipo II. Sin embargo, en estos no se lleg6 a
estudiar la expresion de PD-1 en el infiltrado presente en el 6rgano diana.

Los resultados discutidos hasta el momento demuestran la expresion de PD-1y
PD-L1 en el tiroides de pacientes con EAT. Sin embargo, estos no comportan en
si mismos una evidencia de que dicha via participe activamente en el control de
los linfocitos autoreactivos. Con el objetivo de demostrar el efecto de la
interaccion entre células epiteliales de tiroides y linfocitos sobre la activacion de
estos ultimos, se llevaron a cabo los experimentos de cocultivo descritos en este
trabajo, en el que se pretende emular el tipo de interacciones que pueden ocurrir
en una glandula tiroidea afecta de un proceso autoinmune. Una vez establecido
el sistema, este pretende servir como herramienta para estudiar el papel de
distintas parejas de correceptores y ligandos en la modulacion de la interaccion
entre linfocitos infiltrantes y células epiteliales tiroideas. Cabe senalar que
aunque los cocultivos son de uso habitual en inmunologia celular tienen
limitaciones importantes.

Uno de los usos histéricamente mas importantes fue para valorar el grado de
compatibilidad entre donante y receptor en el trasplante. Aunque este método fue
muy util para comprender mejor la especial caracteristica de la respuesta
alogénica, se tuvo que abandonar por la complejidad técnica, pero sobre todo por
su gran variabilidad.

Los cocultivos, en este caso autdlogos, entre las células infiltrantes del tumor y la
células tumorales se ha utilizado ampliamente en el campo de la investigaciéon
oncologica, donde suele emplearse para evaluar la eficacia o mecanismo de acciéon
de distintos farmacos, o la propia respuesta inmune en distintas condiciones. Es
comun en estos casos el cultivo previo de los linfocitos con altas dosis de IL-2
para conseguir una expansion importante previa de la poblacion de LITs. Sin
embargo, la expansion de linfocitos mediante este procedimiento da lugar a un
cambio en el fenotipo y el estado de activacion de estos, ademas de poder
introducir sesgos producidos por una respuesta desigual a esta citocina por las
distintas subpoblaciones (176). Por esta razon, para tratar de emular en cultivo lo
mas fielmente posible las interacciones entre linfocitos y células epiteliales
tiroideas que puedan ocurrir in vivo, se decidi6 no realizar una expansion previa
de las células efectoras.
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El abordaje seguido en este trabajo ha quedado limitado por la reduccion del
acceso a tejido tiroideo autoinmune por la pandemia producida por el SARS-CoV-
2 durante el dltimo afio, que ha dificultado la realizacion de intervenciones
quirurgicas programadas, incluidas las resecciones de tiroides de pacientes con
enfermedad de Graves. La cantidad de tejido disponible y el grado variable de
infiltraciéon que pueden presentar los tiroides de pacientes con enfermedad de
Graves dificultan la obtencion del nimero de linfocitos infiltrantes (LITs)
necesarios para la realizacion de los experimentos de cocultivos descritos en este
trabajo. Por ello este trabajo se llevé a cabo empleando células mononucleares de
sangre periférica de pacientes con enfermedad de Graves y de donantes.

Aparte de las diferencias generales entre los modelos in vitro e in vivo, la
diferente composicion de las poblaciones separadas de sangre periférica —donde
hay una alta proporcion de células naive y sélo una proporciéon minima es
concebible que reconozcan especificamente los tirocitos, incluso entre las células
memoria-, y los linfocitos intratiroidales -donde la mayoria de las células son
memoria y estd expandida la proporcion de linfocitos especificos de antigenos
tiroideos- limitan la utilidad de este modelo. Sin embargo, se han obtenido
resultados de gran interés.

Por un lado la activacion de los linfocitos T mediante el uso simultaneo de anti-
CD3 y anti-CD28 nos permite medir el efecto de la presencia de tirocitos sobre
linfocitos recién activados. Como se puede ver en los resultados de cocultivos de
células mononucleares periféricas, la mera presencia de tirocitos produce una
fuerte reduccion en la proporciéon y proliferacion de linfocitos CD4+ y CD8
(Figura 30). Su nimero no sélo no aumenta sino que se reduce, lo que supone
que la activacion de los linfocitos T en presencia tirocitos induce muerte celular.
Sin embargo, los linfocitos que persisten si experimentan cambios fenotipicos de
activacion como la adquisiciéon de la expresion de PD-1. La medicién de citocinas
en el sobrenadante de los cultivos complementara estas observaciones. Lo que si
se deduce de estos experimentos es que la citocina IFN-gamma no parece ser la
principal responsable de estos cambios. Este efecto no es particular de las
glandulas autoinmunes porque se produce tanto en los cocultivos generados a
partir de donantes de 6rganos como de tejidos obtenidos de pacientes con
enfermedad de Graves.

Es necesario comentar que este efecto negativo sobre las CMSPs no parece
depender, al menos no exclusivamente del eje PD1-PDL1 porque la adicion de
cantidades crecientes de anticuerpos anti-PD1 bloqueantes de uso clinico no
redujo tampoco el efecto. En experimentos que no se han incluido a espera de
mostrar su reproducibilidad, el uso de transwells en un sistema de cocultivo entre
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células mononucleares de sangre periférica y células epiteliales tiroideas de
glandulas de pacientes con bocio multinodular sugiere que este efecto negativo es
dependiente de contacto.

Los co-cultivos con los tirocitos transformados de la linea TPC-1 son algo mas
complejos de interpretar porque, tal como se ha comentado en resultados, tienen
un rapido crecimiento intrinseco y es dificil mantener la proporcion linfocitos —
tirocitos, pero se observa el mismo efecto sobre la proporcion de linfocitos CD4 y
CD8, aunque en este caso no se produzca una disminucion clara del nimero total
de células CD45+ por efecto del cocultivo.

El efecto del co-cultivo sobre los tirocitos es menos sorprendente. En el caso de
lo tirocitos no transformados se produjo una induccién de la expresion de HLA
clase IT y de PD-L1 que se demuestra en parte dependiente de IFN-gamma. Esta
induccion ocurre en los cultivos activados mediante anti-CD3/ CD28 incluso en
ausencia de CMSPs, lo cual puede explicarse por la presencia en estas muestras
de células residuales CD45+ no eliminadas junto al sobrenadante durante la
preparacion del cultivo. Los anticuerpos bloqueantes anti-IFN-y producen una
disminucion de la MFI de PD-L1 y HLA-DR, pero tienen un efecto minimo sobre
el namero de CFTs positivas, por lo que no inhiben por completo su induccion.
Esto podria deberse a la utilizacion de una cantidad insuficiente de anticuerpos
anti-IFN-y para bloquear completamente su produccion en estos cultivos, o al
efecto de otras citocinas como TNFq, la cual puede tener un efecto sinérgico con
el IFN-y en la induccion de PD-L1, y cuya produccién en cocultivos autbélogos
entre CMSPs y CFTs ha sido demostrada anteriormente (160,177,178).

En el caso de los cultivos empleando la linea celular TPC-1, estas células

responden de forma semejante a los CFTs en los cultivos autélogos. Tanto PD-L1
como HLA-DR se inducen en estas células cuando son cultivadas en presencia de
CMSPs estimulados con Anti-CD3/CD28, disminuyéndose este aumento si son
tratados adicionalmente con anticuerpos bloqueantes anti-IFN-y.

El cultivo de CMSPs con células TPC-1 produce un descenso significativo de su
numero, fendmeno que no se observd en los co-cultivos autologos con CFTs. A
pesar de esto el disefio experimental no nos permite confirmar si este fen6meno
se debe a una inhibicion de la proliferacion de las células TPC-1, o a un efecto
citotoxico directo producido por las CMSPs estimulados por la naturaleza
alogénica y transformada de estos.

Los resultados obtenidos mediante los experimentos de cocultivos indican que
las CFTs pueden ejercer una accion inmunomoduladora sobre los linfocitos T
autologos al inhibir su proliferacion, a pesar de lo cual, dicho efecto no parece
estar mediado por la expresion de PD-L1 en CFTs. A lo largo de los afios distintos
grupos han demostrado la expresion en CFTs de pacientes con EAT de moléculas
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inicialmente asociadas a células de origen hematopoyético, como HLA de clase
I1, CD40, o moléculas de adhesion como ICAM-1 0 NCAM (8,179—181). Por tanto,
es logico suponer que las interacciones entre estas células epiteliales y los
linfocitos autorreactivos sean complejas, y que dependan de distintas moléculas,
algunas de ellas de expresién constitutiva, y otras inducibles por un ambiente
proinflamatorio, como HLA de clase II, CD40, o PD-L1.

El estudio transcriptémico entre tejidos autoinmunes y controles deberia de
permitir identificar otras vias de senalizacion que pudiesen estar implicadas en
la regulacion de las respuestas autorreactivas por parte de las CFTs. El aumento
de la prevalencia de la tiroiditis focal y la tiroiditis subclinica en la poblacion
general con la edad, y la disponibilidad de imégenes histologicas de la mayor
parte de las muestras nos han permitido realizar este analisis empleando los
datos de RNA-seq de tiroides obtenidos como parte del proyecto GTEx (144).

La clasificacion de las muestras en base a las imagenes histolégicas ha mostrado
una mayor prevalencia de procesos de tiroiditis focal o extendida en mujeres, de
forma similar a lo descrito para las EAT (1—3). A pesar de que nuestro anélisis no
muestra un incremento de los casos de tiroiditis con la edad en las muestras
analizadas, un estudio previo empleando el mismo grupo de muestras describid
una relacién entre distintos genes de procesos asociados al sistema inmune y la
edad de los donantes. (182). Dicho estudié bas6 su clasificacion en los datos
anatomopatoldgicos cedidos por el proyecto GTEx, los cuales fueron valorados
por varios expertos. En nuestro caso, las imagenes de las muestras incluidas
fueron revisadas por un tnico experto en patologia del tiroides del equipo de
Anatomia Patologica del Hospital Universitario Vall d’'Hebron, lo permiti6
completar los datos referentes a cada tejido y evit6 la introduccion sesgos
interobservador. Esto podria explicar en parte la diferente asociacion encontrada
entre la edad y la presencia de infiltrados linfoides entre ambos estudios.

De acuerdo con lo esperable, el analisis comparativo entre los tres grupos de
muestras previamente definidos indica que la mayor parte de los genes cuya
expresion mas aumenta en los tejidos con pequenos infiltrados focales (SFI), son
aquellos relacionados especificamente con el sistema inmune. Ademés, la
magnitud de estos cambios incrementa en los tejidos con infiltraciones extensas
(ELI). Por el contrario, la mayoria de los genes con expresién disminuida al
comparar ambos grupos de tejidos infiltrados con el grupo control, pertenecen a
vias de senalizacion o a procesos ubicuos, o sin relacion especifica con el
metabolismo del tiroides o con el sistema inmune. Estos resultados se
confirmaron mediante el analisis de significacién biolégica mediante Reactome y
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Gene Ontology, los cuales muestran un aumento de los procesos ligados a la
respuesta inmune al comparar los grupos SFI y ELI con el grupo control.

El objetivo principal de este analisis era la identificacion de posibles vias de
coestimulacion y coinhibicion, que al igual que el de senalizacion formado por
PD-1/PD-L1, pudiesen encontrarse diferencialmente expresadas en los tejidos
infiltrados y, por tanto, pudiesen tener un papel importante en el establecimiento
o el control de estas respuestas autorreactivas. A pesar de que ningin gen
codificante para receptores o ligandos inmunomoduladores se encontr6 entre los
mas diferencialmente expresados entre las distintas comparativas, se realiz6 una
bisqueda manual entre los resultados obtenidos de las principales moléculas
implicadas en la regulacion de la respuesta inmune (65). Al comparar los tejidos
con pequeios infiltrados linfoides con los controles se observd el aumento de
expresion de varias moléculas asociadas a la regulacion de la respuesta de los
linfocitos T y B, como TIGIT o BTLA. De forma similar a lo observado en los
resultados anteriores, la expresion de estos genes aumentaba considerablemente
en los tejidos con infiltraciones linfocitarias extensas, ademas de comprobarse el
incremento en la expresion de otras moléculas reguladoras. La mayor parte de los
genes identificados de esta manera codifican para receptores expresados
principalmente en distintas poblaciones de linfocitos. Es probable, por tanto, que
el aumento de su expresion en los grupos SFI y ELI sea proporcional al grado de
infiltracion de estos, y no un indicador de cambios en el tipo de respuesta inmune.

El estudio de los cambios transcripcionales asociados a diversas enfermedades
autoinmunes en el 6rgano diana ha sido empleados por multiples grupos con el
objetivo de identificar las vias de sefalizacion o los procesos implicados en
distintas fases de estas patologias (183,184). Sin embargo, el uso directo del tejido
diana como fuente de material genético genera limitaciones en el analisis de los
datos conforme aumenta la heterogeneidad de las células contenidas en la
muestra (185). En este trabajo hemos demostrado la expresion de PD-L1 por
parte de las CFTs en tejido de pacientes con EAT, sin embargo, los resultados
transcriptomicos obtenidos del proyecto GTEx muestran inicamente un ligero
aumento de su expresion en los tiroides con infiltrados extensos con respecto a
los controles. Esto podria explicarse por la progresiva pérdida de parénquima
tiroideo que ocurre paralelamente a la infiltracion de la glandula en las EAT, y
que podria enmascarar los cambios sufridos por las CFTs en respuesta al
microambiente inflamatorio.

Basandonos en los resultados obtenidos mediante el analisis de los datos
transcriptomicos, podemos identificar varios ejes de coestimulacién vy
coinhibicion de la respuesta inmune que podrian estar implicados en el
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mantenimiento o atenuacion de los procesos autoinmunes en el tiroides durante
distintas fases de la enfermedad. Sin embargo, el estudio del papel especifico de
los CFTs en el control de las respuestas autorreactivas requerira el uso de técnicas
alternativas que permitan el anélisis especifico de las células de interés.

Adicionalmente, el uso conjunto de la plataforma Cibersort (149) y el analisis de
los datos transcriptémicos del proyecto GTEx nos han permitido describir la
composicion del infiltrado presente en estas glandulas. Los resultados obtenidos
indican que las principales células presentes en los tejidos con tiroiditis focal y
extendida son macrofagos M2 y células CD4 de memoria en reposo. Se observo
ademas un aumento especifico de genes asociados a una respuesta T CD4 de tipo
Th1 en los tejidos con pequeiios infiltrados linfoides, cambios que se intensifican
en las muestras con infiltrados mas extensos. Estos resultados apoyarian el
trabajo previo realizado por nuestro grupo, en el que mediante el uso de arrays
de RNA se identificoé una firma de interfer6n en los tiroides de un pequefio
numero de pacientes con EG. Adicionalmente, en dicho estudio se observo el
aumento de diversos genes ligados a macrofagos M2, cuya presencia fue
confirmada en estos tejidos mediante inmunofluorescencia indirecta (11).

La implicacién de distintas vias de coestimulaciéon y coinhibicion en las
enfermedades autoinmunes ha sido ampliamente descrita en modelos animales,
y en menor medida en humanos (186). La mayor parte de dichos estudios se han
centrado en la expresion de moléculas inmunomoduladoras en las propias células
del sistema inmune, a pesar de lo cual, algunos trabajos en modelos animales
sugieren un posible de papel de diversos érganos diana en el control de las
respuestas autorreactivas (187).

En base a los base a lo expuesto en este trabajo puede deducirse que, el eje
formado por PD-1/PD-L1 podria tener un papel activo en el control de las
respuestas autoinmunes en humanos. La expresion de PD-Li en células
foliculares tiroideas en respuesta a un microambiente inflamatorio podria
constituir un mecanismo de tolerancia periférica. Este proceso podria tener una
especial importancia en el tiroides que, unido a la prevalencia de tiroiditis focal
en la poblacion general, podria explicar la alta incidencia de cuadros de
autoinmunidad tiroidea asociados a los tratamientos bloqueantes anti-PD-1 y
anti-PD-L1 empleados como terapia en diversos tipos de tumores (135—-137).

Los resultados descritos contribuyen a explicar, al menos parcialmente, la lenta
progresion de las enfermedades autoinmunes del tiroides. Hemos demostrado
que la expresion de PD-L1 se produce de forma clara en el tiroides de pacientes
con EAT, y que esta puede ser inducida in vitro por un estimulo proinflamatorio
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como el IFN-y, cuya accion en el 6rgano diana y las CMSPs ha sido descrita por
diversos estudios (11,188). Aunque hemos demostrado la capacidad de las células
foliculares tiroideas de inhibir la proliferacion de linfocitos T previamente
estimulados in vitro, no hemos podido asociar dicha accién a la expresiéon en
estas de PD-L1. Lo cual estaria en consonancia con el papel de PD-1 en el
mantenimiento del estado de exhaustion en células T, pero no en su
establecimiento (189). Por ello se necesitardn experimentos adicionales para
investigar su efecto en otros aspectos asociados a la activacion de los linfocitos, la
polarizacion de su respuesta, o su implicacion en fases posteriores de la
respuesta. La expresion de PD-L1, y su posible interacciéon con los linfocitos
infiltrantes, instan a reinterpretar la expresion ectopica de HLA de clase II en las
CFTsy su efecto sobre los linfocitos autorreactivos (8,190). Adicionalmente no se
puede descartar un efecto directo sobre los propios CFTs producido por la
senalizacion a través de PD-L1, como ya se ha demostrado en lineas tumorales,
donde la unién de PD-1 confiere a las células tumorales cierto grado de resistencia
a la lisis mediada por células citotoxicas y a la apoptosis mediada por farmacos
(191).

El analisis de los datos transcriptomicos muestran la expresion de multiples
receptores coinhibidores en el tiroides de donantes que presentan infiltrados
linfoides, lo cual apoyaria la hipotesis de que una gran proporcién de los linfocitos
infiltrantes en estas glandulas se encuentran en estado de exhaustion (61). Estos
resultados hacen necesario investigar la posible expresion de otros ligandos
inmunomoduladores por parte de las CFTs que pudiesen contribuir al control de
las respuestas autoinmunes.

El presente trabajo, y el articulo fruto de los resultados obtenidos (192),
constituyen la primera demostracién directa de la expresion de PD-L1 en las
células foliculares tiroideas de pacientes con EAT. Estos resultados son similares
a los descritos recientemente en células [ pancreaticas de pacientes con diabetes
de tipo I (171,175), y sientan las bases para el desarrollo de nuevas estrategias de
tratamiento de las enfermedades autoinmunes.
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1. La expresion de PD-1 se encuentra significativamente aumentada en los
linfocitos T infiltrantes de tiroides con respecto a los circulantes en
pacientes con enfermedad de Graves.

2. PD-L1, pero no PD-L2, se expresa tirocitos del 86% de las glandulas de
pacientes con enfermedades autoinmunes del tiroides (EAT) evaluadas.
Por el contrario, solo se detectaron tirocitos PD-Li+ en el 25% de las
muestras de pacientes con bocio multinodular (BMN), estas presentaron
generalmente un menor ntimero de células positivas que las glandulas
autoinmunes.

3. No se ha podido establecer una relacion directa entre la presencia o
extension de los infiltrados linfoides y la expresién de PD-L1 en tirocitos
adyacentes a estos. Sin embargo, si se ha encontrado una correlacién entre
la expresion relativa de IFNG y la expresion de PD-L1 en tirocitos en las
glandulas estudiadas, siendo este relacion independiente del diagnostico
de los pacientes.

4. Se ha demostrado que la estimulacion mediante IFN-y induce la expresion
de PD-L1, pero no PD-L2, en tirocitos de pacientes con enfermedad de
Graves o con bocio multinodular. Por el contrario, en las lineas celulares
de tiroides evaluadas, la estimulacién mediante IFN-y inducia la expresiéon
tanto de PD-L1 como de PD-L2.

5. Se ha conseguido disefiar un protocolo de cocultivo adecuado para evaluar
el papel de distintas moléculas en la interaccion entre tirocitos y células
mononucleares de sangre periférica (CMSPs) o linfocitos infiltrantes del
tiroides (LITs). Mediante su uso hemos demostrado la capacidad de los
tirocitos autdlogos, pero no de células TPC-1, para inhibir la proliferacion
de CMSPs previamente activados mediante anti-CD3/CD28, aunque no
hemos encontrado evidencias de que este efecto se deba a la sefializacién
del eje formado por PD-1y PD-L1.

6. El analisis de los datos de expresion génica cedidos por el proyecto GTEx
ha permitido evaluar las diferencias presentes en tiroides con distintos
grados de infiltracion linfocitaria. Este analisis ha puesto de manifiesto el
aumento de expresion de diversos correceptores inhibidores en el grupo
de muestras con infiltrados extensos (ELI), los cuales podrian tener un
papel relevante en la cronificacion de la respuesta autoinmune.
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Figura suplementaria 1. Expresion de PD-1 en linfocitos infiltrantes CD4 y CD8 en
tiroides de pacientes con enfermedad de Graves cuantificados mediante citometria de
flujo (FC) o inmunofluorescencia indirecta (IFI). ** p < 0,01; *** p < 0,001.
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cambia ren la figura B la leyenda del X,
no es PDL1 sino PDL2

Figura suplementaria 2. Expresion de (A) PD-L1 y (B) PD-L2 en CFTs de
suspensiones celulares obtenidas de tejido tiroideo fresco mediante digestion
enzimatica. Se muestra la expresiéon cuantificada para cada anticuerpo con sus
respectivos controles de isotipo.

177



ANEXOS

Eﬁ- ;“_“30—

; —

&4 5 201

< 3

5 2 i T 104 ’l‘
0 |_|| T T T 0—=y= T T T

0/UmL 25U/mL 50U/mL 100U/mL 0/UmL  25U/mL 50U/mL 100U/mL

30+

20+

10 ’l‘
Jof [N 1] Lo LN N1

0/UmL 25U/mL 50U/mL 100U/mL 0/UmL  25U/mL 50UW/mL 100U/mL

HLA clase | (MFI)
-
1
HLA-DR (MFI)

-]
|
f-y
it

=100

£ _ - 80
£ o = 304 x
= E L60 >
@ 4+ & 20 =
S < | AT o 40 2
3 T 2

2 24 10 0

0 |_|Ii T T 0-
OUmL  25U/mL  50U/mL 100U/mL OUmL  25U/mL  50U/mL 100U/mL

(D3 24h  Em48h o 24h(%) O 48h (%) ]

Figura suplementaria 3. Analisis mediante citometria de flujo de la MFI para HLA de
clase I y HLA-DR tras la estimulacién mediante IFN-y en las lineas celulares (A) HT93, (B)
TPC-1, y (C) HTh83. En la figura (C) se muestra ademas el cambio en el porcentaje de
células HTh83 positivas para HLA-DR.
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Figura suplementaria 4. Analisis mediante qPCR de la expresion relativa de HLA-DRA
tras la estimulacion mediante IFN-y en las lineas celulares (A) HT93, (B) TPC-1, y (C) HTh83.
En el eje Y izquierdo la expresion génica relativa se representa normalizada con respecto a
GAPDH mediante barras, y en el eje Y derecho se representa mediante puntos el incremento
de expresion con respecto a la situacion basal.
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Figura suplementaria 5. Expresion espontanea de PD-L1 tras 24 horas de cultivo en dos
muestras pertenecientes al mismo paciente y digeridas con colagensa IV o Liberasa TM.
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Figura suplementaria 6. Analisis mediante qPCR de la expresion génica relativa de HLA-
DRA en respuesta a la estimulacion mediante distintas dosis de IFN-y durante 24 y 48 horas
en cultivos primarios de CFTs de pacientes con (A) BMN o (B) EG. En el eje Y izquierdo la
expresion génica relativa se representa normalizada con respecto a GAPDH mediante
barras, y en el eje Y derecho se representa mediante puntos el incremento de expresion con
respecto a la situacién basal. Debido a la variabilidad entre las muestras los resultados se
representan de forma individualizada.
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Figura suplementaria 7. Representaciéon gréafica de la relacién entre la proporciéon de
CFT:CMSP teorico sembradas a dia o (eje X), y proporciéon de CFT:CMSP sin estimular
recuperadas en el dia +3 (eje Y) en (A) muestras de donantes de 6rganos, y (B) muestras de
pacientes con enfermedad de Graves.
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Figura suplementaria 8. Ratio CD4/CD8 en las distintas condiciones experimentales
de cocultivo en (A) donantes de 6rganos y (B) pacientes con enfermedad de Graves. El area
gris de cada grafica representa la media (linea continua) + la desviacién estdndar en las
muestras previamente a su cultivo.
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Figura suplementaria 9. Anilisis mediante citometria de flujo de la expresion basal de
PD-L1y HLA-DR en CFTs de suspensiones celulares obtenidas tras la digestion enzimatica
de tejido tiroideo de donantes de 6rganos y pacientes con enfermedad de Graves. .

184



ANEXOS

1:10

1:8 -

1:6 -

1:4 -

1:2 -

Ratio final TPC-1:CMSP

1 1
1:50 1:100 1:200 1:400
Ratio sembrado TPC-1:CMSP

Figura suplementaria 10. Representacion grafica de la relacion entre la proporcion de
TPC-1:CMSP tedrico sembradas a dia o (eje X), y proporciéon de TPC-1:CMSP sin estimular
recuperadas en el dia +3 (eje Y).
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o e

Figura suplementaria 11. Representacion mediante heatmap de la distancia
ecludiana entre las muestras analizadas. Las muestras que presentan menor
distancia euclidiana entre si (mé4s semejantes) se muestran en rojo, mientras que
las que presentan mayor distancia entre si se muestran en azul.
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Figura suplementaria 12. Red de genes encontrados en los términos de Gene Ontology mas
representados para la categoria de procesos biologicos en la comparacion entre muestras de
tejidos con pequeiios infiltrados focales (SFI) y tejidos con infiltracion extensa (ELI). Cada gen se
representa unido con los términos a los que pertenece. Los términos GO enriquecidos se
muestran como nodos cuyo tamafio es proporcional al niimero de genes que los forman y que se
han encontrado diferencialmente expresados.
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Figura suplementaria 13. Red de genes encontrados en los términos de Gene Ontology mas
representados para la categoria de componentes celulares en la comparacién entre muestras de
tejidos no infiltrados (NIT) y tejidos con pequefios infiltrados focales (SFI). Cada gen se
representa unido con los términos a los que pertenece. Los términos GO enriquecidos se
muestran como nodos cuyo tamafio es proporcional al nimero de genes que los forman y que se
han encontrado diferencialmente expresados.
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Figura suplementaria 14. Red de genes encontrados en los términos de Gene Ontology mas
representados para la categoria de componentes celulares en la comparaciéon entre muestras de
tejidos no infiltrados (NIT) y tejidos con infiltracion extensa (ELI). Cada gen se representa unido
con los términos a los que pertenece. Los términos GO enriquecidos se muestran como nodos
cuyo tamafo es proporcional al nimero de genes que los forman y que se han encontrado
diferencialmente expresados.
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Figura suplementaria 15. Red de genes encontrados en los términos de Gene Ontology mas
representados para la categoria de componentes celulares en la comparacion entre muestras de
tejidos con pequenos infiltrados focales (SFI) y tejidos con infiltracién extensa (ELI). Cada gen se
representa unido con los términos a los que pertenece. Los términos GO enriquecidos se muestran

como nodos cuyo tamafio es proporcional al nimero de genes que los forman y que se han
encontrado diferencialmente expresados.
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Figura suplementaria 16. Red de genes encontrados en los términos de Gene Ontology maés
representados para la categoria de funciones celulares en la comparacién entre muestras de tejidos
no infiltrados (NIT) y tejidos con pequeiios infiltrados focales (SFI). Cada gen se representa unido
con los términos a los que pertenece. Los términos GO enriquecidos se muestran como nodos cuyo
tamafo es proporcional al nimero de genes que los forman y que se han encontrado diferencialmente
expresados.
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Figura suplementaria 17. Red de genes encontrados en los términos de Gene Ontology mas
representados para la categoria de funciones celulares en la comparacion entre muestras de tejidos no
infiltrados (NIT) y tejidos con infiltracion extensa (ELI). Cada gen se representa unido con los términos
a los que pertenece. Los términos GO enriquecidos se muestran como nodos cuyo tamafio es
proporcional al nimero de genes que los forman y que se han encontrado diferencialmente expresados.
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Figura suplementaria 18. Red de genes encontrados en los términos de Gene Ontology mas
representados para la categoria de funciones celulares en la comparacion entre muestras de
tejidos con pequenos infiltrados focales (SFI) y tejidos con infiltracion extensa (ELI). Cada gen se
representada unido con los términos a los que pertenece. Los términos GO enriquecidos se
muestran como nodos cuyo tamano es proporcional al nimero de genes que los forman y que se
han encontrado diferencialmente expresados.
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Figura suplementaria 19. Mapas de relacién entre los términos de Gene Ontology mas
representados para la categoria de procesos biolégicos en la comparacién entre muestras de tejidos no
infiltrados (NIT) y tejidos con pequeiios infiltrados focales (SFI). Los términos GO méas enriquecidos
se representan relacionados entre si segtin su similitud. El tamafo de cada nodo y su color representan
el niimero de genes enriquecidos y el p-valor para dicho término.
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Figura suplementaria 20. Mapas de relacién entre los términos de Gene Ontology mas
representados para la categoria de procesos bioldgicos en la comparaciéon entre muestras de tejidos
no infiltrados (NIT) y tejidos con infiltrados extensos (ELI Los términos GO més enriquecidos se
representan relacionados entre si segiin su similitud. El tamafo de cada nodo y su color
representan el niimero de genes enriquecidos y el p-valor para dicho término.
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Figura suplementaria 21. Mapas de relaciéon entre los términos de Gene Ontology maés
representados para la categoria de procesos bioldgicos en la comparacion entre muestras de tejidos
con pequenos infiltrados focales (SFI) y tejidos con infiltrados extensos (ELI). Los términos GO
maés enriquecidos se representan relacionados entre si segtin su similitud. El tamafio de cada nodo
y su color representan el ntimero de genes enriquecidos y el p-valor para dicho término.
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Figura suplementaria 22. Mapas de relacion entre los términos de Gene Ontology méis
representados para la categoria de componentes celulares en la comparacion entre muestras de
tejidos no infiltrados (NIT) y tejidos con pequefios infiltrados focales (SFI). Los términos GO mas
enriquecidos se representan relacionados entre si segin su similitud. El tamafio de cada nodo y su
color representan el nimero de genes enriquecidos y el p-valor para dicho término.
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Figura suplementaria 23. Mapas de relaciéon entre los términos de Gene Ontology maés
representados para la categoria de componentes celulares en la comparaciéon entre muestras de
tejidos no infiltrados (NIT) y tejidos con infiltrados extensos (ELI Los términos GO mas
enriquecidos se representan relacionados entre si segin su similitud. El tamafio de cada nodo y su
color representan el nimero de genes enriquecidos y el p-valor para dicho término.
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Figura suplementaria 24. Mapas de relaciéon entre los términos de Gene Ontology mas
representados para la categoria de componentes celulares en la comparacion entre muestras de
tejidos con pequeiios infiltrados focales (SFI) y tejidos con infiltrados extensos (ELI). Los términos
GO maés enriquecidos se representan relacionados entre si segin su similitud. El tamafio de cada
nodo y su color representan el niimero de genes enriquecidos y el p-valor para dicho término.
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Figura suplementaria 25. Mapas de relaciéon entre los términos de Gene Ontology mas
representados para la categoria de funciones celulares en la comparacion entre muestras de
tejidos no infiltrados (NIT) y tejidos con pequeiios infiltrados focales (SFI). Los términos GO
mas enriquecidos se representan relacionados entre si segn su similitud. El tamafio de cada
nodo y su color representan el nimero de genes enriquecidos y el p-valor para dicho término.
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Figura suplementaria 26. Mapas de relaciéon entre los términos de Gene Ontologys maés
representados para la categoria de funciones celulares en la comparacién entre muestras de tejidos
no infiltrados (NIT) y tejidos con infiltrados extensos (ELI Los términos GO mas enriquecidos se
representan relacionados entre si segiin su similitud. El tamafio de cada nodo y su color representan
el nimero de genes enriquecidos y el p-valor para dicho término.
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Figura suplementaria 27. Mapas de relaciéon entre los términos de Gene Ontology mas
representados para la categoria de funciones celulares en la comparacién entre muestras de tejidos
con pequenos infiltrados focales (SFI) y tejidos con infiltrados extensos (ELI). Los términos GO mas
enriquecidos se representan relacionados entre si segtin su similitud. El tamafio de cada nodo y su
color representan el nimero de genes enriquecidos y el p-valor para dicho término.
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Figura suplementaria 28. Red de genes encontrados en los términos de Reactome méas
representados en la comparacion entre muestras de tejidos no infiltrados (NIT) y tejidos con
pequeios infiltrados focales (SFI). Cada gen se representa unido con los términos a los que
pertenece. Los términos enriquecidos se muestran como nodos cuyo tamafio es proporcional al
nimero de genes que los forman y que se han encontrado diferencialmente expresados.
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Figura suplementaria 29. Red de genes encontrados en los términos de Reactome mas
representados en la comparacion entre muestras de tejidos no infiltrados (NIT) y tejidos con
infiltracion extensa (ELI). Cada gen se representada unido con los términos a los que pertenece. Los
términos enriquecidos se muestran como nodos cuyo tamarfo es proporcional al nimero de genes que
los forman y que se han encontrado diferencialmente expresados.

204



ANEXOS

WAS
- \ SELL LILRA4
ITK SIGLEC10 "'LRCB[;1 -
N CD1A" INCR3

SO - PiRBIEIpERTIoN betieen
eneration of secon ngmgggjand non_,_yn%ﬁ&ﬁggll

/ /CD3GRY
coIN T2 epasig TOAL

GRAP2 off
LCK C ESIGLEC8 SLAMF6 category
/ Antig. activ. B Cell Receptor
CTLA4 Costimulatic;n by the CD28 famil TREML2 with generation of 2nd messengers
y ‘yCD22 Costimulation by the CD28 family
BTLA CD19 Generation of second messenger molecules
Inmunoregulatory interaction between
PDCD1 CD28 VAV1 Lymphoid and non-Lymphoid cell
TNFs bind their physiological receptors
ICOS
NPHS1 / BTK size

Antig. activ. B Cell Receptor BAPP1 ' 7

with generation of 2nd messengers
CD79A

CD79B
15
BLK .

TNFSF11
EDAR

TNFRSF17 TNFSF8
TNFs bind their physiological receptors

CD70
LTA

TNFRSF13B

Figura suplementaria 30. Red de genes encontrados en los términos de Reactome mas
representados en la comparacién entre muestras de tejidos con pequefios infiltrados focales
(SFI) y tejidos con infiltracion extensa (ELI). Cada gen se representada unido con los términos
a los que pertenece. Los términos enriquecidos se muestran como nodos cuyo tamafo es
proporcional al nimero de genes que los forman y que se han encontrado diferencialmente
expresados.
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Figura suplementaria 31. Mapa de los términos de Reactome méas representados en la
comparacion entre muestras de tejidos no infiltrados (NIT) y tejidos con pequeiios infiltrados
focales (SFI). Los términos se asocian en base a su similitud. El tamafio de los nodos es
proporcional al nimero de genes encontrados para el término al que representan, y su color
indica el p-valor obtenido.

206



ANEXOS

TCR siaaling
Signaling by the B Receptor (BCR)

TNFR2 non-canonical NF-kB patl‘y

GPCR ligand binding

Costimulation by the CD28 familf)  p.adjust
Antigen activates B Cell Receptor (BCR) leading to gener‘m of second messengers

Tr%slocation of ZAP-70to | gnunological synapse S
TNFs bindtheir physiological receptors N—
; s ; . size
Immunoregulatory interactions between a Lymphoid and a non—Lymphond.
® s

@ o
50—1 signaling [ RE

G&ration of second messenger molecules
Class A/1 (Rhodopsin-like receptc.

Phodforylation of CD3 and TCR zeta chains
CD22 mediat%i BCR regulation

Cell surface interactiogat the vascular wall

Figura suplementaria 32. Mapa de los términos de Reactome mas representados en la
comparacion entre muestras de tejidos no infiltrados (NIT) y tejidos con infiltracion extensa (ELI).
El tamano de los nodos es proporcional al nimero de genes encontrados para el término al que
representan, y su color indica el p-valor obtenido.
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Figura suplementaria 33. Mapa de los términos de Reactome mas representados en la
comparaciéon entre muestras de tejidos con pequefios infiltrados focales (SFI) y tejidos con
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Figura suplementaria 34. Tabla de resultados obtenida tras el anélisis de los datos de
RNAseq en tiroides mediante Cibersort. Las poblaciones celulares identificadas por el archivo
de referencia LM22 se representan por columnas, mientras que las muestras analizadas se
muestran en las distintas filas de la tabla. Para cada muestra, la presencia de las distintas
poblaciones celulares se representa como un valor relativo normalizado sobre 1.
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TABLAS SUPLEMENTARIAS

Tabla suplementaria 1. Listado de tejidos congelados y
experimentos de inmunofluorescencia indirecta para los que fueron

empleados.

Tejido Diagnéstico PD-1 PD-L1 PD-L2 CMTM4 CMTM6
TB-290 HT X X

TB-297 BMN X X

TB-299 BMN X X

TB-378 GD X X

TB-385 HT X X X

TB-387 BMN X X

8392 BMN X

TB394 GD X

TB395 BMN X

TB398 BMN X

TB401 BMN X

TB-403 GD X X X

TB-406 BMN X X

TB409 BMN X

TB413 GD X

TB414 BMN X

TB420 BMN X

TB421 GD X X

TB428 GD X

TB430 GD X X

TB439 BMN X

TB-441 HT X X

TB442 GD X X

TB443 GD X X

TB-444 HT X X X

TB-446 GD X X X

TB-447 HT X X X

TB-450 GD X X X

TB-452 GD X

TB-455 GD X X

TB-456 BMN X X

TB-462 BMN X X

TB464 GD X X

THV-58 GD X

THV-61 BMN X X

THV-63 HT X X X

THV-68 GD X X X

THV-69 BMN X X

THV-1 GD X X
THV-3 GD X X
THV-8 GD X X
THV-15 GD X X
THV-21 GD X X
THV-23 BMN X X
THV-24 BNM X X
THV-25 GD X X
THV-26 BMN X X
THV-30 GD X X
THV-33 BMN X X
THV-43 BMN X X
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Tabla suplementaria 2. Listado de anticuerpos y sus diluciones empleados en los
experimentos de inmunofluorescencia indirecta.

Dilucion Clon Compaiiia
Anticuerpos primarios
CD4 1:100 RIVE Invitrogen
CD8 1:400 MEM-31 ImmunoTools
PD-1 1:200 NAT105 Biolegend
CK (wide spectrum) 1:600 Policlonal Dako
PD-L1 1:200 D8T4X Cell Signaling
PD-L1 1:200 29E.2A3 Biolegend
PD-L2 1:200 MIH14 ThermoFisher
PD-L2 1:200 Policlonal Invitrogen
TPO 1:600 A-5 Santa Cruz
CD45 1:200 F10-89-4 Abcam
HLA-DR 1:200 L243 BD
CMTM4 1:200 Policlonal ThermoFisher
CMTM6 1:400 Policlonal Invitrogen
Anticuerpos secundarios
AF488 Goat anti-Mouse IgG (H+L) 1:200 Policlonal ThermoFisher
AF488 Goat anti-Mouse IgG2a 1:100 Policlonal ThermoFisher
Cy5 Goat anti-Mouse 1gG1 1:200 Policlonal  Jackson Immunoresearch
Rhodamine red-X Goat anti-Mouse IgG2a 1:200 Policlonal  Jackson Immunoresearch
DyLight550 Donkey anti-Rabbit IgG (H+L) 1:400 Policlonal ThermoFisher
AF594 Goat anti-Rabbit IgG (H+L) 1:400 Policlonal ThermoFisher
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Tabla suplementaria 3. Contenido final de las suspensiones celulares y el medio preparados para el

establecimiento del cocultivo.

Anti-CD3 IL-2 .
Volumen )\ ico2s  (Dil1:0)  ANHFNY

PBMCs S/E

PBMCs Sin estimular 2mL - - -

PBMCs AntilFNy 2mL - - 20uL
PBMCs AntiCD3/AntiCD28

PBMCs AntiCD3/AntiCD28 + IL-2 2mL 25ulL 2,5ul -

PBMCs AntiCD3/AntiCD28 + IL-2 + AntilFNy 2mL 25ulL 2,5uL 20pL
Medio sin PBMCs

RPMI Sin estimular 0.25mL - - -

RPMI AntilFNy 0.25mL - - 2,5uL

RPMI AntiCD3/AntiCD28 + IL-2 0.25mL 3,1ul 0,5uL -

RPMI AntiCD3/AntiCD28 + IL-2 + AntilFNy 0.25mL 3,1ul 0,5uL 2,5uL
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Tabla suplementaria 4. Anticuerpos empleados para el analisis mediante citometria de flujo en los
distintos experimentos realizados en CMSPs, eLITs, CFTs y lineas celulares.

Anticuerpo Isotipo Fluorocromo Clon Compaiiia Referencia

Expresion de PD-1 en CMSPs y eLITs

CD3 Ms 1gG1 Pacific blue UCHT1 BD Pharmigen 558117
CD4 Ms 1gG1 FITC SK3 BD Bioscience 345768
CD8 Ms 1gG1 PerCP SK1 BD Biosciences 345774
CD45RA Ms 1gG2b PE-Cy7 HI100 Biolegend 304126
CD45RO Ms 1gG2a BV510 UCHL1 Biolegend 304246
CCR7 Rat IgG2a PE 3D12 BD Pharmigen 552176
PD-1 Ms IgG1 APC EH12.2H7 Biolegend 329908

Expresion de PD-L1y PD-L2 en CFTs y lineas celulares

PD-L1 Ms 1gG2b APC 29E.2A3 Biolegend 329708
PD-L2 Ms 1gG1 APC MIH18 Biolegend 345508
HLA clase | (A/B/C) Ms lgG1 FITC G46-2.6 BD Pharmigen 555552
HLA-DR Ms 1gG2a PE 1243 BD Biosciences 347401
Control de isotipo Ms 1gG1 APC MOPC-21 Biolegend 400122
Control de isotipo Ms IgG2b APC MCP-11 Biolegend 400322

Supresidn de la proliferacién de CMSPs por CFTs

CD45 Ms IgG1 PE HI30 Biolegend 304008

CD4 Ms 1gG1 PE-Cy7 SK3 BD Biosciences 557852

CD8 Ms IgG1 APC-Cy7 RPA-T8 Biolegend 301016

PD-1 Ms 1gG1 Bv421 EH12.2H7 Biolegend 329920

CD45 Ms 1gG1 FITC HI30 Biolegend 304006
HLA-DR Ms 1gG2a PE L243 Biolegend 307606
PD-L1 Ms 1gG2b APC 29E.2A3 Biolegend 329708
Control de isotipo Ms 1gG2b APC MCP-11 Biolegend 400322
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ANEXOS

Tabla suplementaria 5. Concentraciéon y calidad de las muestras de RNA
obtenidas de cada condicion experimental en los experimentos de estimulacion de
lineas celulares mediante IFNy.

Tipo celular Concentracién IFNy Tiempo estimulacién [RNA] ng/uL A260/280 A260/230
0u/mL 334 2.01 1.23
25 U/mL 24h 333 2 2.01
50 U/mL 291 2.01 1.55
HT93 100 U/mL 186 2 1.54
Réplica #1 ou/mL 466 2.01 1.89
25 U/mL 43h 373 2.02 2.17
50 U/mL 290 2.02 2.05
100 U/mL 291 2.02 2.00
ou/mL 379 1,96 1,89
25 U/mL 24h 429 1,97 2,08
HTO3 50 U/mL 462 1,98 1.84
Réplica #2 100 U/mL 403 1,98 2.00
ou/mL 468 2.02 1,97
25 U/mL 43h 372 2.02 1.97
50 U/mL 338 1,97 1.89
100 U/mL 477 2.01 1.89
0u/mL 424 2.00 1.82
25 U/mL 24h 520 1.99 2.01
50 U/mL 507 1.99 1.55
HT93 100 U/mL 335 1.96 1.54
Réplica #3 0uU/mL 630 1.96 1.89
25 U/mL 48h 370 1.95 2.17
50 U/mL 352 2.00 2.05
100 U/mL 433 2.02 2.00
0u/mL 518 1,98 2,02
25 U/mL 24h 452 1,98 1,55
50 U/mL 516 1,95 2.00
TPC-1 100 U/mL 515 1,96 1,83
Réplica #1 ou/mL 381 1,97 1,76
25 U/mL 28h 443 1,97 1,76
50 U/mL 461 1,96 1,74
100 U/mL 397 1,99 1,16
0u/mL 752 1,73 1,75
25 U/mL 24h 626 1,92 1,86
50 U/mL 677 1,87 1,86
TPC-1 100 U/mL 745 1,75 1,72
Réplica #2 ouU/mL 791 1,58 1,33
25 U/mL 48h 600 19 1,28
50 U/mL 746 1,73 1,78
100 U/mL 677 1,86 1,78
0u/mL 611 1,93 2,01
25 U/mL 24h 502 1,97 1,69
50 U/mL 561 1,95 1,76
HTH-83 100 U/mL 615 1,92 2.00
Réplica #1 0 U/mL 723 1,79 1,85
25 U/mL 48h 499 1,97 2,05
50 U/mL 336 1,99 1,36
100 U/mL 362 1,98 2,07
0u/mL 315 1,99 1,78
25 U/mL 24h 421 1,98 2,1
50 U/mL 329 1,98 2,09
TPC-1 100 U/mL 399 1,98 2,08
Réplica #3 0ou/mL 568 1,95 1,64
25 U/mL 43h 652 19 1,29
50 U/mL 625 19 1,98
100 U/mL 675 1,86 1,85
0U/mL 442 1,98 1,94
25 U/mL 24h 535 1,95 2,05
50 U/mL 494 1,97 1,75
HTH-83 100 U/mL 526 1,96 1,99
Réplica #2 ou/mL 602 1,93 1,97
25 U/mL 43h 363 1,99 2,01
50 U/mL 421 1,98 2,12
100 U/mL 349 1,98 2,15
0 U/mL 487 1,97 2,03
25 U/mL 24h 554 1,95 1,94
50 U/mL 516 1,96 2,00
HTH-83 100 U/mL 428 1,98 1,96
Réplica #3 ou/mL 636 19 1,89
25 U/mL 48h 312 1,97 2,07
50 U/mL 359 1,97 1,93
100 U/mL 301 1,98 1,88
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ANEXOS

Tabla suplementaria 6. Concentraciéon y calidad de las muestras de RNA
obtenidas de cada condicién experimental en los experimentos de estimulacion de
cultivos primarios de CFTs mediante IFNy.

Tipo celular Concentracién IFNy  Tiempo estimulacién [RNA] ng/uL  A260/280 A260/230
0 U/mL 158 2.00 1.93
25 U/mL Sah 257 1.99 1.9
50 U/mL 223 2.00 1.65
THV-54 (GD) 100 U/mL 248 2.00 1.97
0U/mL 298 2.00 2.00
25 U/mL . 346 2.00 1.89
50 U/mL 287 2.00 1.82
100 U/mL 258 1.99 2.09
0 U/mL 295 1.99 1.7
25 U/mL Sah 348 1.99 2.02
50 U/mL 233 1.96 2.00
THV-56 (GD) 100 U/mL 193 1.97 16
0u/mL 519 1.96 1.99
25 U/mL ash 513 1.96 2.04
50 U/mL 398 1.98 2.03
100 U/mL 476 1.97 1.99
0 U/mL 481 1.98 1.96
25 U/mL Sah 393 1.99 1.33
50 U/mL 759 1.7 1.73
100 U/mL 786 1.58 1.6
THV-57 (BMN) 0U/mL 570 1.95 1.77
25 U/mL 4sh 504 1.97 1.92
50 U/mL 537 1.96 1.94
100 U/mL 431 1.99 1.98
0 U/mL 90 1.98 0.4
25 U/mL 24h 82 1.99 2.1
50 U/mL 85 1.98 1.05
100 U/mL 71 1.67 1.86
THV-59 (BMN) 0U/mL 152 1,95 2,13
25 U/mL ash 96 1,98 0,48
50 U/mL 138 1,95 1,21
100 U/mL 132 2.00 1,89
0Uu/mL 485 1,97 1,98
25 U/mL Sah 327 1,98 2,07
50 U/mL 410 1,99 1,41
100 U/mL 386 1,98 2,06
THV-60 (BMN) 0 U/mL 534 1,96 1,76
25 U/mL ash 411 1,98 1,32
50 U/mL 411 1,98 1,76
100 U/mL 427 1,97 1,93
0U/mL 194 1,97 1,81
25 U/mL Sah 248 1,97 2,11
50 U/mL 213 1,98 1,98
100 U/mL 266 1,98 1,97
THV-62 (BMN) 0U/mL 332 1,07 1,86
25 U/mL a8h 462 1,96 2.00
50 U/mL 361 1,96 1,89
100 U/mL 354 1,97 2,08
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Tabla suplementaria 7. Concentracién y calidad de las muestras de
RNA obtenidas de muestras de tiroides congelados para la determinacién
de la expresion relativa de genes de IFN tipo I y tipo II.

Tejido Patologfa [RNA] ng/uL  A260/280  A260/230

TB-387 BMN 120 1,99 1,52
TB-406 BMN 139 1,99 1,95
TB-462 BMN 196 1,99 2,01
THV-61 BMN 190 1,98 1,95
THV-69 BMN 105 1,99 1,93
TB-297 BMN 218 2,01 1,97
TB-299 BMN 222 2,00 2,00
TB-456 BMN 229 2,00 1,99
TB-414 BMN 167 1,98 1,81
TB-398 BMN 270 1,99 1,72
TB-395 BMN 103 1,96 1,5
TB-420 BMN 231 2,00 1,61
TB-392 BMN 202 1,99 2,04
TB-401 BMN 339 2,01 0,73
TB-409 BMN 128 1,97 2,04
TB-439 BMN 123 1,97 1,66
THV-68 GD 300 1,99 2,07
THV-58 GD 394 2,00 1,56
TB-446 GD 128 2,00 1,98
TB-450 GD 159 1,99 1,68
TB-452 GD 463 1,99 2,02
TB-378 GD 236 1,99 1,94
TB-403 GD 147 1,99 1,86
TB-455 GD 565 1,96 2,01
TB-430 GD 367 1,99 2,04
TB-428 GD 402 199 1,7
TB-442 GD 406 2,00 1,46
TB-394 GD 186 1,98 1,66
TB-413 GD 286 2,00 1,35
TB-421 GD 301 1,98 1,67
TB-443 GD 595 1,92 1,99
TB-464 GD 157 1,72 1,72
TB-441 HT 221 1,99 2,03
TB-444 HT 157 1,99 2,06
THV-63 HT 759 1,73 1,62
TB-447 HT 163 1,98 1,99
TB-385 HT 323 1,99 1,65
TB-290 HT 687 1,85 1,76
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ANEXOS

Tabla suplementaria 8. Listado de sondas empleadas para la cuantificacion
de la expresion relativa de distintos genes mediante qPCR.

Gen Fluorocromo Referencia
GAPDH FAM-MGB Hs 99999905 m1l
HLA-DRA1 FAM-MGB Hs_ 00219578 m1l
CD274 FAM-MGB Hs_00204257_m1
PDCD1LG2 FAM-MGB Hs 00228839 _m1
IFNA1 FAM-MGB Hs 03044218 gl
IFNA4 FAM-MGB Hs 01652742 gH
IFNB1 FAM-MGB Hs 01077958 sl
IFNG FAM-MGB Hs 00989291 m1l
50Cs1 FAM-MGB Hs_00705164 sl
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Tabla suplementaria 9. Cuantificacion de la expresion de PD-1 en células CD4+ y

CDS8+ infiltrantes en secciones de tiroides mediante inmunofluorescencia.

Cvl  CD4+ CD4+PD-1+ (%) OF CD8+ CD8+PD-1+ (%) CD4/CD8 index
GD SAMPLES
TB-446 6 312 55.8 6 155 69 2.0
TB-450 3 178 57.3 5 185 49.2 1.0
THV-68 6 263 57.4 7 271 66.8 1.0
TB-403 5 1721 54.7 8 683 58.3 2.5
TB-443 3 40 65 4 58 65.5 0.7
TB-442 6 73 72.6 5 86 66.3 0.8
TB-430 3 27 63 4 49 65.3 0.6
TB-421 4 559 67.6 5 556 62.1 1.0
TB-464 4 21 76.2 4 20 75 11
Mean 4.4 3549 63.3 53 2292 64.2 1.2
SD 1.3 5417 7.7 1.4  236.6 7.2 0.6
HT SAMPLES
TB-441 6 1123 60.3 8 586 56.5 1.9
TB-444 5 1368 59.6 6 682 49.3 2.0
TB-447 6 760 59.3 7 819 51.4 0.9
THV-63 5 451 58.8 5 809 74.4 0.6
TB-290 3 501 515 4 767 53.7 0.7
Mean 5 840.6 57.9 6 732.6 57.06 1.2
SD 1.2 3973 3.6 1.6 98.2 10.1 0.7
GD + HT SAMPLES
Mean 46 5284 61.4 5.6  409.0 61.6 1.2
SD 1.3 5361 6.9 15 3163 8.7 0.6
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Tabla suplementaria 10. Anticuerpos primarios
anti-PD-L1 evaluados en las pruebas preliminares.

Origen e isotipo  Companiia Referencia
mAb Ms 1gG1 Abcam ab109052
pAb Rb IgG Thermo Fisher ~ PA-20343
mAb Ms 1gG2b Biolegend 329702
mAb Rb 1gG Cell Signalling 86744S

Tabla suplementaria 11. Anticuerpos primarios
anti-PD-L2 evaluados en las pruebas preliminares.

Origen e isotipo  Compafiia Referencia
pAb Rb 1gG Thermo Fisher ~ PA520344
mAb Ms IgG1 Abcam ab110182
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ANEXOS

Tabla suplementaria 12. Puntuacion de la expresion de PD-Li1 mediante
inmunofluorescencia indirecta evaluada por dos observadores independientes en
tejidos de pacientes con enfermedad de Graves (EG), tiroiditis de Hashimoto (HT) y
bocio multinodular (BMN).

Tejido Observador 1  Observador2  Puntuacién media

BMN
THV-69 0 0 0
THV-61 0 0 0
TB-406 0 1 0,5
TB-297 0 0 0
TB-299 0 0 0
TB-387 0 1 0,5
TB-456 0 0 0
TB-462 0 0 0
TB-392 0 0 0
TB-395 0 0 0
TB-398 0 0 0
TB-401 0 0 0
TB-409 1 1 1.0
TB-414 0 0 0
TB-420 1 0 0,5
TB-439 0 0 0
Media 0,2
GD
TB-446 1 1 1
TB-450 0 1 0,5
THV-58 1 1 1
THV-68 2 1 1,5
TB-403 1 1 1
TB-452 1 1 1
TB-378 1 1 1
TB-455 1 1 1
TB-443 1 1 1
TB-442 1 1 1
TB-430 0 0 0
TB-428 0 0 0
TB-394 0 0 0
TB-421 1 1 1
TB-413 2 1 1,5
TB-464 0 1 0,5
Media 0,8
HT
TB-385 2 0 1
TB-441 1 1 2
TB-444 3 3 3
TB-447 1 0 0,5
THV-63 2 2 2
TB-290 2 2 2
Media 1,75
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Tabla suplementaria 13. Genes diferencialmente expresados en las
distintas comparativas realizadas segiin el limite del p-valor ajustado aplicado.

SFIvs NIT  ELIvs NIT  ELIvs SFI

upRegAdj0.01 517 2810 1128
downRegAdj0.01 19 1881 2111
upRegAdj0.05 673 3548 2174
downRegAdj0.05 85 3133 2863
upRegAdj0.15 911 4412 3537
downRegAdj0.15 278 4612 3811
upRegAdj0.25 1123 4985 4454
downRegAdj0.25 514 5573 4491
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