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1 Rövidítések jegyzéke 

 

ACA = anti-centromer antitest 

ACR= Amerikai Reumatológiai Kollégium (American College of Rheumatology) 

ANA = anti-nukleáris antitestek 

anti-CD180 antitest = anti-humán CD180 antitest 

anti-RNS pol III = anti-RNS polimeráz III antitest 

anti-topo I antitest, anti-Scl 70 antitest = DNS topoizomeráz I elleni természetes autoantitest 

APC = antigénprezentáló sejt 

B-CLL = B-sejtes krónikus limfocitás leukémia 

BAFF = B-sejt aktiváló faktor 

BAFF-R = B-sejt aktiváló faktor receptor 

BCR = B-sejt receptor 

BSA = bovine serum albumin 

cDNS = komplementer dezoxiribonukleinsav 

CpG = citozin - foszfát - guanin oligodeoxinukleotid  

CS = citrát-szintáz 

CD = cluster of differentiation 

DAMP = károsodás asszociált molekuláris mintázat 

DLCO = szénmonoxid-diffúziós kapacitás 

DN = kettős negatív B-sejt 

DNS = dezoxiribonukleinsav 

dcSSc = diffúz kután szisztémás sclerosis 

dsDNS = kettősszálú dezoxiribonukleinsav 

ELISA = enzimhez kapcsolt immunoszorbens vizsgálat 
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EULAR = Európai Reumatológiai Társaságok Szövetsége (European Alliance of Associations 

for Rheumatology) 

FITC = Fluoreszcein-izotiocianát 

FVC = forszírozott vitálkapacitás 

GAPDH = Gliceraldehid-3-foszfát-dehidrogenáz 

HC = egészséges kontroll (healthy control) 

HRCT = nagy felbontású komputertomográfia 

HRP = tormagyökér peroxidáz (horseradish peroxidase) 

IFN-α = interferon-α 

Ig = immunglobulin 

IQR = interkvartilis terjedelem 

IVIg = intravénás immunglobulin 

IL= interleukin 

lcSSc = limitált kután szisztémás sclerosis 

LPS = lipopoliszacharid 

LRR = leucin gazdag ismétlődés 

MCP = metacarpophalangeális 

MD = mieloid differenciációs faktor 

MFI= átlagos fluoreszcencia intenzitás 

MHC II = főhisztokompatibilitási komplex II 

MRSS= módosított Rodnan bőrpontszám 

mTOR = mammalian target of rapamycin 

MZ = marginális zóna 

NF-κB = nukleáris faktor κB 

NK-sejt = természetes ölősejt 
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NS = non-switched memória B-sejt 

PAH = pulmonális artériális hipertónia  

PAMP = kórokozó asszociált molekuláris mintázat 

PBMC = perifériás vér mononukleáris sejtek  

PBS = foszfáttal pufferolt sóoldat 

PDGF = vérlemezke eredetű növekedési faktor (Platelet-derived growth factor) 

PE = fikoeritrin 

PerCP = Peridinin klorofill protein 

PI3K= foszfatidil-inozit-3-kináz 

qPCR = kvantitatív polimeráz láncreakció 

RNS = ribonukleinsav 

RP105 = radioprotective 105 kDa fehérje 

RQ = relatív kvantifikálás 

S = switched memória B-sejt 

SEM = az átlag standard hibája (standard error of the mean) 

SLE = szisztémás lupus erythematosus 

SSc = szisztémás sclerosis 

TACI = transzmembrán aktivátor és kalciummodulátor és cyclophilin ligand interaktor  

TGF-β =Transzformáló növekedési faktor β  

Th2 T-sejtek = 2-es típusú helper T-sejtek 

TIR = Toll/interleukin-1 (IL-1) receptor  

TLR = Toll-like receptor 

TMB = 3,3',5,5'‐tetramethylbenzidine  

TNF = tumor nekrózis faktor 

TSK = Tight Skin egér 
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2 Bevezetés 

 

2.1 Szisztémás sclerosis 

 

A szisztémás sclerosis (SSc) vagy más néven scleroderma egy komplex szisztémás 

autoimmun reumatológiai kórkép. A betegség érrendszeri károsodással, immunológiai 

eltérésekkel illetve a bőrt és a belső szerveket érintő fibrózissal jellemezhető, mely 

visszafordíthatatlan hegesedéshez és szervi elégtelenséghez vezet. A betegséget kiváltó okok 

még nem teljesen tisztázottak, de valószínűleg genetika, epigenetikai és környezeti faktorok 

egyaránt szerepet játszanak benne. A betegség nőkben jóval gyakrabban fordul elő és általában 

a 40-50-es éveikben kezdődik el [1]. Szinte mindegyik SSc-ben szenvedő betegben 

kimutathatóak különböző anti-nukleáris antitestek jelenléte és a különböző SSc fenotípusok 

erősen összefüggenek a különböző antitesttípusokkal [2]. A betegség felismerése a klinikai 

tünetek heterogenitása miatt nehézkes, azonban a betegség minél korábbi felismerése 

kulcsfontosságú az időben történő terápiás beavatkozáshoz, mely lehetővé teheti a 

visszafordíthatatlan szervi károsodás megelőzését és javíthatja a betegség prognózisát [1]. A 

bőr érintettsége alapján két formája különíthető el, a limitált és a diffúz kután SSc, melyek a 

klinikai tüneteikben és a prognózisukban is különböznek egymástól [3]. 

 

2.1.1 A limitált kután szisztémás sclerosis (lcSSc) 

 

LcSSc-ben a bőrtünetek akrálisan, a kezeken, arcon, alszáron, alkaron jelennek meg és 

erre a formára jellemző tünetek a pulmonális artériális hipertónia (PAH), a szubkután kalcinózis 

valamint a gasztrointesztinális traktus fibrózisa és a következményes hipomotilitás, melyek 

késői megjelenését a Raynaud szindróma megjelenése akár évekkel vagy évtizedekkel is 

megelőzheti. Az lcSSc alcsoport jellegzetes autoantitestje az anti-centromer antitest (ACA). Az 

lcSSc a jobb prognózisú forma [1].   
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2.1.2 A diffúz kután szisztémás sclerosis (dcSSc) 

 

DcSSc-ben a bőrelváltozások a Raynaud szindróma megjelenése után egy éven belül 

jelentkeznek, amik a térd illetve a könyök vonalától proximálisan is megjelennek és többnyire 

a törzs is érintett. A kórkép súlyos klinikai jellemzői közé tartoznak a tüdő intersticiális 

fibrózisa, illetve a vese, a szívizom és a gasztrointesztinális traktus diffúz fibrózisa, melyek 

korán, lényegében a bőrfolyamattal együtt kezdődnek. A dcSSc formára az anti-topoizomeráz 

I (anti-topo I = anti-Scl 70) és anti-RNS polimeráz III (anti-RNS pol III) autoantitestek 

jellemzőek. A dcSSc kedvezőtlen lefolyású kórkép [1]. 

 

2.1.3 Tünetek 

 

2.1.3.1 Bőrjelenségek 

 

A bőr érintettsége az SSc legkorábbi, leggyakoribb és legjellemzőbb megnyilvánulása. 

Az Amerikai Reumatológiai Kollégium (ACR) és az Európai Reumatológiai Társaságok 

Szövetsége (EULAR) által kidolgozott SSc klasszifikációs rendszerben a bőrérintettséghez 

rendelték a legmagasabb pontszámot és amennyiben a bőrérintettség a metacarpophalangeális 

(MCP) izülettől proximálisan is jelen van és mindkét kéz ujjain is észlelhető, ez önmagában 

elégséges kritérium az SSc diagnózis felállításához [4]. Az érintett területeken a bőr 

vastagodása és feszesebbé válása figyelhető meg, melynek hátterében a bőrben lévő 

fibroblasztok fokozott kollagén és intercelluláris mátrix termelése áll. A bőrvastagodás 

kiterjedtsége összefügg a súlyosabb belső szervi manifesztációk megjelenésével. A 

bőrelváltozások kiterjedtségének meghatározása a módosított Rodnan bőrpontszám (MRSS) 

pontrendszer segítségével történik, mely tapintás alapján a test 17 régiójában méri a bőr irha 

rétegének megvastagodását. Az egyéb bőrtünetek közé tartozik még a teleangiektázia, a csillag 

alakú heggel gyógyuló ujjbegyfekélyek, a bőr pigmentáció zavara és a szubkután kalcinózis 

[5,6].   
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2.1.3.2 Csont és ízületi eltérések 

 

A betegségre jellemző vázrendszeri tünet a disztális ujjpercek felszívódása és az ujjvégek 

deformálódása. Emellett gyakori jelenség a polyarthralgia, de amennyiben polyarthritis is jelen 

van, már korán súlyos ízületi destrukciót okoz. A kialakuló súlyos ízületi kontraktúrák és kéz 

deformitások jelentősen rontják az érintett betegek életminőségét. Az ínhüvely-krepitáció 

(„tendon friction rubs”) a korai dcSSc jellemző fontos tünete [7–9].  

 

2.1.3.3 Raynaud jelenség és érrendszeri károsodás 

 

A vaszkuláris abnormalitások kulcsfontosságú szereppel bírnak az SSc patogenezisében, 

melyek elsősorban a kapillárisokat és a kisartériákat érintik. A kapillárisok degenerációja és az 

újérképződés zavara következtében avaszkuláris területek és óriáskapillárisok alakulhatnak ki, 

ami a környező szövetek károsodásához vezethet. A kisartériákban obliteratív arteriopátia 

alakul ki, mely szervkárosodásokhoz (Pl.: vese, tüdő) vezet [10,11].  

A mikrovaszkuláris károsodások egyik legelső klinikai megjelenése a Raynaud jelenség, 

ami szinte minden SSc-ben szenvedő betegnél előfordul és mivel általában a betegeknél első 

tünetként jelenik meg, kulcsfontosságú szerepet játszik a nagyon korai SSc felismerésében [12]. 

A Raynaud jelenség hátterében epizodikusan jelentkező vazospasztikus rohamok 

következtében fellépő keringészavar áll, mely során előbb az ujjak elfehéredése illetve 

cianózisa, majd a spazmus oldódása után vérbőség figyelhető meg, mely általában jelentős 

fájdalommal jár. A jelenség általában mindkét kezet érinti, és a keringészavar csak a rohamok 

idején áll fenn [13]. 

 

2.1.3.4 Belső szervi manifesztációk 

 

2.1.3.4.1 Gasztrointesztinális rendszer 

 

Az SSc-ben szenvedő betegek 90%-ában figyelhető meg emésztőszervrendszeri 

manifesztáció, mely a traktus bármely részét érintheti. A leggyakrabban a nyelőcső szakasza 
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érintett, jellemző a diszfágia és a refluxbetegség, továbbá a következményes nyelőcsőgyulladás. 

A gyomorban és a vékonybelekben motilitási zavar figyelhető meg, ezáltal a következményes 

pangás bakteriális túlnövést, bélrendszeri gyulladást válthat ki. Emellett kialakulhat az 

úgynevezett „görögdinnye gyomor”, ami akár életveszélyes vérzést okozhat [14,15].  

 

2.1.3.4.2 Tüdőérintettség 

 

SSc-ben a tüdő manifesztációnak két eltérő formája figyelhető meg: az intersticiális 

tüdőbetegség (ILD) és a PAH, e két szervi tünet jelenti a vezető halálokokat SSc-ben. Az ILD 

az egész szervezetben jelenlévő fibrózis tüdő manifesztációja, mely intersticiális alveolitis, 

majd fibrózis képében jelenik meg, melynek kiterjedtsége nagy felbontású 

komputertomográfiával (HRCT) vizsgálható. A légzésfunkciós vizsgálatok során csökkent 

forszírozott vitálkapacitás (FVC) és szénmonoxid-diffúziós kapacitás (DLCO) értékek 

figyelhetőek meg [16]. A tüdőérintettség másik formája a PAH, mely során avaszkuláris 

ellenállás növekedésének következtében a pulmonális artéria és a jobb kamrai nyomás 

megemelkedik, mely végső soron a jobb szívfél tágulásához és károsodásához vezet. A PAH 

vizsgálata echokardiográfiás vizsgálattal és jobb szívfél-katéterezéssel történik [17].  

 

2.1.3.4.3 Szívérintettség 

 

A kardiális érintettség szintén gyakori. A miokardium fibrózisa, illetve az artériák és 

kapillárisok károsodása következtében kialakuló keringésromlás ingerképzési és 

ingerületvezetési zavarok kialakulásához valamint a szív pumpafunkciójának gyengüléséhez 

vezethet [18].  

 

2.1.3.4.4 Veseérintettség 

 

A vesekárosodások hátterében főként a kisartériák obliteratív vaszkulopátiája 

következtében kialakuló iszkémiás károsodások állnak. A veseérintettség legsúlyosabb formája 
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az ún. scleroderma renális krízis, ami egy gyorsan progrediáló illetve magas vérnyomással és 

azotémiával járó állapot, mely súlyos veseelégtelenséghez vezet [19].   

 

2.1.4 Diagnosztika 

 

Az ACR és EULAR új klasszifikációs rendszert hozott létre 2013-ban a SSc 

diagnosztizálására, melynek részleteit az 1. táblázat tartalmazza. A kritériumrendszer szerint 

amennyiben az SSc-re jellemző bőrvastagodás mindkét kézen az MCP ízülettől proximálisan 

is jelen van, ez önmagában elégséges feltétel az SSc diagnózisának felállításához. Emellett a 

klasszifikációs rendszer további hét kiegészítő szempontot tartalmaz, melyek a következők: az 

MCP ízületet proximális irányban nem meghaladó bőrvastagodás jelenléte a kezeken, 

ujjbegyfekélyek vagy csillag alakú hegek jelenléte, teleangiektázia, abnormális körömágy 

kapillárisok, PAH vagy ILD jelenléte, Raynaud jelenség illetve az SSc-re jellemző 

autoantitestek (ACA, anti-topo I antitest, anti-RNS pol III antitest) jelenléte. A pontrendszer 

szerint a 9 vagy annál több pontot elérő betegnél egyértelműen felállítható az SSc diagnózisa 

[20].   

 

1. táblázat: A szisztémás sclerosis 2013-as ACR/EULAR klasszifikációs kritériumai [20] 

Kritérium Alkritérium Pontszám 

A bőr megvastagodása az ujjakon mindkét 

kézen az MCP ízülettől proximálisan is 

 

 9 

A bőr megvastagodása az ujjakon (csak a 

magasabb pontszám számolandó) 

Duzzadt ujjak (Puffy fingers) 2 

Teljes ujj, MCP-től disztálisan 4 

Ujjbegylézió (csak a magasabb pontszám 

számolandó) 

Ujjbegyfekély 2 

Csillag alakú heg (pitting scars) 3 

Teleangiektázia  2 

Kóros körömágy kapilláris mintázat  2 

PAH és/vagy ILD  2 

Raynaud-jelenség  3 

SSc-re jellemző autoantitestek (ACA, anti-

topo I, anti-RNS pol III) 

 3 
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2.2 B-sejtek szerepe az SSc patogenezisében 

 

Az SSc patogenezise komplex és csak részben tisztázott, azonban ismert, hogy számos 

immunológiai esemény hozzájárul a betegség kialakulásához [21]. A B-sejtek számos 

funkciójuk révén szerepet játszanak az SSc patogenezisében, mint például az autoantitestek és 

citokinek termelése, a T-sejtek és dendritikus sejtek funkcióinak szabályzása és a megváltozott 

antigénprezentáció [22] (1. ábra).  

 

 

 

1.ábra: A B-sejtek szerepe az SSc patogenezisében [22].  

 

SSc-ben a B-sejtek megnövekedett cluster of differentiation 19 (CD19) expresszióját és 

hiperaktivált állapotát írták le [22]. A CD19 a B-sejtek kritikus sejtfelszíni jelátvitel szabályzó 

molekulája és transzgenikus egérben a CD19 megnövekedett expressziója robusztus 

autoantitest termelést váltott ki. Az SSc egyik egérmodelljében, a Tight Skin (TSK) egérben a 

specifikus B-sejt gátló anti-CD20 antitest kezelés a B-sejtek depléciója révén megakadályozta 

krónikus aktiválódásukat és antitesttermelésüket illetve a bőrfibrózis kialakulását [22,23]. 

Továbbá az anti-CD20 antitest terápia SSc kezelésére is hatékonynak bizonyult [24,25]. 

Emellett, a B-sejtek infiltrációját írták le SSc-ben szenvedő betegek bőrében és tüdejében [26]. 

Bőrbiopsziás minták transzkriptóm analízise nemrégiben igazolta, hogy a B-sejt aktiváció a 
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betegség kialakulásának korai eseménye [27]. A megváltozott B-sejt homeosztázis mellett a B-

sejt kompartmentek eltérő eloszlását is megfigyelték SSc-ben. SSc-ben szenvedő betegek 

perifériás vérében a naiv B-sejtek megnövekedett arányban, míg a memória B-sejtek csökkent 

számban vannak jelen. Ráadásul a memória B-sejtek aktivált állapotát és megnövekedett 

antitest és feltételezhetően autoantitest termelő képességét írták le [28].  

 

2.2.1 A B-sejtek autoantitest termelése 

 

SSc-ben a B-sejt tolerancia felborulásának legegyértelműbb jele a betegek 95%-ában 

kimutatható nagy mennyiségben keringő autoantitest. Jellemzően egy betegnek egyféle 

antitestje van, amely általában kimutatható a betegség első tüneteinek megjelenésekor, és 

megmaradnak a betegség lefolyása során. Jellemzőek a különböző sejtmag komponensek ellen 

irányuló anti-nukleáris autoantitestek (ANA), többek között az anti-Scl70, ACA és anti-RNS 

pol III antitestek, melyek összefüggést mutatnak a bőrérintettséggel, a belső szervi 

érintettséggel, az etnikummal, a nemi különbségekkel és a prognózissal [22].  

A rutinszerűen vizsgált autoantitestek közül a dcSSc-ben szenvedő betegekben 

leggyakrabban előforduló autoantitest az anti-topo I antitest pozitivitás összefüggést mutat a 

tüdőfibrózissal, a perifériás vaszkuláris károsodással és rosszabb prognózist jelez. Az ACA 

pozitív betegek leginkább az lcSSc csoporthoz tartoznak, ezen antitest jelenléte a PAH 

kialakulásának független rizikó faktora. Az anti-RNS pol III antitest a progresszív 

bőrvastagodással járó dcSSc-re jellemző, ezen betegeknek a renális krízis kialakulására 

nagyobb az esélyük [29,30]. Az anti-RNS pol III antitest daganatos betegségekkel is 

összefüggést mutat, ezen betegek tumorszűrése indokolt az SSc diagnózisának felállításával 

párhuzamosan [31].  

Ezen anti-nukleáris antitesteken túl nemrégiben olyan antitesteket is azonosítottak SSc-

ben szenvedő betegekben, melyek közvetlen módon járulhatnak hozzá a vaszkuláris károsodás 

és a fibrózis kialakulásához, elősegítik a gyulladásos válasz kialakulását, ezek közé tartoznak 

az endoteliális sejtek és a fibroblasztok ellen irányuló autoantitestek. Az anti-endoteliális 

antitestek aktiválhatják az endotél sejteket, az endotél sejtek apoptózisát indukálhatják, 

ugyanakkor ezen sejtek pusztulásának velejárói is lehetnek [32]. Az anti-fibroblaszt antitestek 

fokozhatják az adhéziós molekulák és profibrotikus citokinek expresszióját a fibroblaszt 

sejteknek [33]. Az anti-PDGF receptor antitestek a kollagén szintézist indukálhatják és reaktív 

oxigéngyökök termelődését válthatják ki [34]. 
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2.2.2 A B-sejtek citokintermelése 

 

SSc-ben számos citokin emelkedett szintje figyelhető meg, melyek hozzájárulnak az 

SSc patogeneziséhez. Számos más sejttípus mellett a B-sejtek is termelnek interleukin (IL)-6-

ot, mely képes serkenti a gyulladást illetve a B-sejtek proliferációját, differenciációját és 

antitesttermelését [22]. Az IL-6 szérumszint és a perifériás vér mononukleáris sejtek (PBMC) 

spontán IL-6 termelésének növekedését figyelték meg SSc-ben szenvedő betegekben, és az IL-

6 szérumszint összefüggést mutatott a bőrfibrózissal [35]. Az IL-6-nak profibrotikus hatása is 

van, fokozza a fibroblasztok proliferációját és kollagén szintézisét [36]. Az SSc TSK 

egérmodelljében a B-sejtek gátlása csökkentette az IL-6 mRNS szintjét és a fibrózis 

kialakulását [30]. Az aktivált B-sejtek IL-6 termelése elősegíti a lépben és a nyirokcsomókban 

a spontán csíraközpontok fejlődését szisztémás lupus erythematosusban (SLE) és lupus 

egérmodellben, továbbá a plazmasejtek differenciálódását és túlélését, ezáltal hozzájárulva az 

antitest termeléshez fontos szerepet játszhat az SSc kialakulásában [37,38].  

Emellett a B-sejtek a transzformáló növekedési faktor β (TGF-β) termelése révén is 

hozzájárulnak a fibrózis kialakulásához. A TGF-β az egyik legfontosabb regulátora a fibrotikus 

folyamatoknak [39]. SSc-s betegek fibroblasztjaiban a TGF-β jelátviteli útvonalak módosultak, 

ami a TGF-β autokrin stimulációjához vezet és megnyilvánul a kollagén és más extracelluláris 

mátrix komponensek fokozott termelődésében. Ezen felül, a TGF-β indukálja további 

profibrotikus mediátorok termelődését és hozzájárul a fibroblasztok miofibroblaszt irányú 

differenciációjához is. A profibrotikus citokinek általi állandó fibroblaszt stimuláció az SSc-s 

fibroblasztok autonom aktivációjához vezethet [1,40].  

A B-sejtek nagy része IL-6 termelő effektor B-sejt, melyek gyulladás és autoimmunitás 

serkentő szereppel bírnak, azonban a B-sejtek egy kis részét alkotják a regulatórikus B-sejtek, 

melyek részben IL-10 termelésük révén fontos szerepet játszanak az immunválaszok negatív 

szabályzásában, az autoimmun folyamatok gátlásában és az autoimmunitás megelőzésében 

[23,41]. SSc-ben a regulatórikus B-sejtek csökkent szintjét figyelték meg, mely negatívan 

korrelált a betegség aktivitásával. Továbbá a Breg sejtek károsodott funkcióját is leírták már 

SSc-ben, ezek alapján feltételezik, hogy a regulatórikus B-sejtek hozzájárulhatnak az SSc 

kialakulásához [42,43].  
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2.2.3 A B-sejtek, mint antigénprezentáló sejtek 

 

Az SSc-s betegek aktivált B-sejtjei nagy mennyiségben expresszálnak MHC II-t és 

kostimuláló molekulákat, ezáltal hatékony antigénprezentáló képességgel rendelkeznek. A B-

sejtek antigénprezentáló képességük révén elősegítik a 2-es típusú helper T-sejtek (Th2) 

kialakulását. A Th2 T-sejtek citokin termelésük révén serkentik a B-sejtek antitesttermelését 

illetve a fibroblasztok kollagéntermelése révén a fibrózis kialakulását [22,26].  

 

2.3 Természetes autoantitestek 

 

Kutatócsoportunk korábban kimutatta, hogy SSc-ben szenvedő betegekben a csökkent 

memória B-sejtszám hátterében a non-switched memória (NS) B-sejtek mennyiségének 

csökkenése állhat [44]. Az NS és a B1 B-sejtek közötti hasonlóságok miatt feltételezhető, hogy 

az NS B-sejtek képesek természetes autoantitestet termelni [45].  

A természetes antitestek különböző evolúciósan konzervált antigének ellen irányuló 

alacsony affinitású, polireaktív, többnyire immunglobulin M (IgM) izotípusú antitestek [46,47]. 

A természetes antitestek újszülöttekben és egészséges felnőtt egyénekben külső antigén 

stimulus vagy immunizáció nélkül is folyamatosan jelen vannak és felismerési profiljuk erősen 

konzervált az egyének között [48]. Az egyénekre jellemző természetes IgM autoantitest 

repertoár az élet első éveiben történő kialakulását követően viszonylag állandó marad az élet 

során [49]. A természetes antitestek fontos szerepet játszanak a patogénekkel és fertőzésekkel 

szembeni védekezésben, a veleszületett és a szerzett immunválaszok modulálásában, ezáltal a 

gyulladási és autoimmun folyamatok szabályozásában. Továbbá részt vesznek a szöveti 

homeosztázis fenntartásában, a B-sejt fejlődés szabályzásában illetve a szövet- és 

sejttörmelékek eltakarításában [46].  

A természetes IgG autoantitestekről kevesebb adat áll rendelkezésre, mint az IgM 

izotípusúakról, de úgy tűnik, hogy a természetes IgG antitestek szintje folyamatosan változik 

az életkortól, a nemtől és a betegségektől függően. Ugyanakkor fontos különbséget tenni a 

patológiás és a természetes IgG antitestek között. A patológiás IgG antitestek jelenléte csak a 

tolerancia felborulás következtében kialakuló kóros körülmények között figyelhető meg, ezt 

jelzi, hogy számos autoimmun betegségben megfigyelhető különböző sejt és szöveti 

komponensek ellen irányuló IgG autoantitestek, mint pl. SLE-ben a kettősszálú DNS (dsDNS) 

elleni IgG autoantitestek vagy SSc-ben a topo I elleni IgG autoantitestek jelenléte [48,50]. A 
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természetes antitestek jótékony szerepét alátámasztja a természetes antitestekben gazdag 

intravénás immunglobulin (IVIg) terápia hatékony alkalmazása számos gyulladásos és 

autoimmun kórkép kezelésére [51], beleértve az SSc kezelését is [52]. 

 

2.3.1 Citrát-szintáz elleni autoantitestek 

 

Kutatócsoportunk korábban kimutatta, hogy a mitokondrium belső membránjában lévő 

citrát-szintáz (CS) enzim ellen természetes antitestek találhatóak egészséges egyének és 

autoimmun betegek szérumában is [49]. SLE-ben a dsDNS elleni IgM izotípusú autoantitestek 

jótékony hatását már kimutatták, kutatócsoportunk pedig SLE-s betegek szérummintáiban 

összefüggést talált a dsDNS elleni IgM autoantitestek és az anti-CS IgM autoantitestek szintje 

között [53]. 

 

2.3.2 Topoizomeráz I (F4) elleni autoantitestek 

 

Ismert, hogy patológiás autoantitestek a topo I ellen leggyakrabban dcSSc-ben 

mutathatóak ki, de lcSSc-ben és SLE-ben is előfordulnak. Kutatócsoportunk korábban epitóp 

térképezéssel kimutatta, hogy dcSSc-ben, lcSSc-ben és SLE-ben az anti-topo I autoantitestek 

felismerési mintázata különböző. Továbbá, hogy a topo I immundomináns régiójában található 

F4 fragmens ellen természetes autoantitestek mutathatóak ki egészséges egyénekben és SSc 

mellett más autoimmun betegségekben is [54]. A dsDNS elleni IgM autoantitestek SLE-s 

betegek szérummintáiban szoros összefüggést mutattak az anti-topo I F4 fragmense elleni IgM 

antitestek szintjével is [53], további bizonyítékot szolgáltatva a korábbi felvetésnek, miszerint 

az anti-topo I F4 autoantitestek természetes autoantitestek.  
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2.4 Toll-like receptorokon keresztüli szignalizáció 

 

2.4.1 A Toll-like receptorok 

 

Ismert, hogy a B-sejtek funkciója a veleszületett immunrendszer molekulái által is 

szabályozott, azonban ez SSc-ben kevésbé tanulmányozott [55]. A veleszületett immunrendszer 

a szervezet első védelmi vonalát alkotja a patogének elleni védekezésben. A behatoló patogének 

érzékelése a veleszületett immunrendszer mintázat felismerő receptorai által történnek, melyek 

közül a Toll-like receptorok (TLR) a legősibb csoport és ezek rendelkeznek a legszélesebb 

kórokozó felismerési spektrummal [56]. A TLR-ek képesek felismerni a kórokozókkal 

asszociált molekuláris mintázatokat (PAMP), mint például virális és bakteriális nukleinsavak, 

lipopoliszacharid (LPS) és flagellin, illetve a sérült szövetekből és apoptotizáló sejtekből 

felszabaduló károsodás asszociált molekulális mintázatokat is (DAMP), ilyenek például a 

hősokk fehérjék, mitokondriális DNS, extracelluláris mátrix komponensek [57]. A tipikus TLR-

ek I-es típusú transzmembrán proteinek, melyek a sejtmembránon (TLR2 és TLR4) vagy az 

endoszómális kompartmentben (TLR3, TLR7 és TLR9) találhatóak és 3 strukturális domént 

tartalmaznak: a PAMP/DAMP-ok felismeréséért felelős leucin-gazdag ismétlődések (LRR), a 

transzmembrán domén, és az intracelluláris Toll/interleukin-1 (IL-1) receptor (TIR) domén, 

ami a downstream szignalizációs útvonalak aktivációjához szükséges. A TLR-ek széleskörűen 

expresszálódnak a veleszületett immunrendszer sejtjein, dendritikus sejteken, makrofágokon, 

természetes ölősejteken (NK-sejtek), az adaptív immunrendszer T- és B-sejtjein, továbbá 

számos egyéb más testi sejten, mint például epitélsejtek, endotél sejtek és fibroblasztok [57]. 

Emberben már legalább 10 féle TLR-t azonosítottak, melyek eltérő expresszióval és 

specificitással rendelkeznek [58]. A TLR-ok a elsődleges védelmi vonalat alkotva a behatoló 

patogén korai felismerésével hozzájárulnak a hatékony immunválasz kialakulásához. A TLR-

ok aktiválódása elősegíti a gyulladásos citokinek, kemokinek és az I-es típusú interferonok 

termelését és fokozza a kostimuláló molekulák expresszióját az antigénprezentáló sejteken 

(APC), ezáltal fontos szerepet játszanak az adaptív immunrendszer aktiválásában [59].  

Továbbá a TLR-ek érintettek a saját-nem saját struktúrák elkülönítésében illetve a 

citokintermelés, proliferáció és túlélés szabályozásában [58].  
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2.4.2 Toll-like receptorok szerepe a szisztémás autoimmun kórképekben 

 

Tekintettel arra, hogy a TLR-ek fontos szereppel bírnak a veleszületett és az adaptív 

immunrendszer összekapcsolásában, felmerült az az elképzelés, hogy a TLR jelátvitel 

folyamatos aktivációja vagy nem megfelelő szabályzása hozzájárulhat különböző gyulladásos 

és autoimmun betegségek kialakulásához [59,60]. Kimutatták, hogy a TLR1-6 expresszálódnak 

a rheumatoid arthritisben (RA) szenvedő betegek szinoviális fibroblasztjain és szerepet 

játszhatnak az izületi gyulladás kialakulásában. SLE-s betegekben a TLR7 és TLR9 

megnövekedett expresszióját figyelték meg és azt feltételezik, hogy a TLR7 és TLR9 központi 

szerepet játszhat az SLE kialakulásában és progressziójában, különösen az SLE két fontos 

aspektusában, az interferon- α (IFN-α) termelés fokozásában és az autoantitest termelő B-sejtek 

aktiválásában. Továbbá lupus egérmodellben a TLR7 és TLR9 útvonalak gátlása csökkentette 

a betegség tüneteit [61].  

Számos TLR (TLR3, TLR4 és TLR9) és a TLR4-specifikus koreceptor MD (mieloid 

differenciációs faktor)-2 emelkedett expresszióját figyelték meg SSc-ben szenvedő betegek bőr 

és tüdő biopsziás mintáiban, ráadásul szintjük összefüggést mutatott a betegség súlyosságával 

és progressziójával. TLR4 hiányos egérben csökkent bőr, tüdő és szív fibrózis képződést 

figyeltek meg bleomycin kezelést követően [62,63]. A fibroblasztok TLR4-en keresztüli 

aktivációja a profibrotikus gének expressziójának és a TGF-β profibrotikus hatásának fokozása 

révén hozzájárul a fibrózis kialakulásához [64]. A metilálatlan citozin-foszfát-guanin 

oligodeoxinukleotid (CpG) motívumokat felismerő TLR9 megemelkedett expresszióját találták 

SSc-ben szenvedő betegek bőrbiopsziás mintájában és a fibroblasztok TLR9-en keresztüli 

aktivációja robusztus fibrotikus választ váltott ki [65]. TLR-okon keresztüli szignalizáció 

gátlása lehetséges terápiás lehetőség lehet az autoimmun betegségek kezelésében [66].  

2.4.3 A TLR homológ CD180 molekula 

 

A CD180 vagy RP105 (radioprotective 105 kDa) egy TLR homológ membránprotein, 

aminek hiányzik az intracelluláris TIR szignalizációs doménja [67]. A CD180 molekulát 

eredetileg egy B-sejtfelszíni molekulaként azonosítottak, mely képes poliklonális B-sejt 

aktivációt, proliferációt és robosztus Ig termelést indukálni [68]. Később leírták, hogy 

monocitákon és dendritikus sejteken is expresszálódik és a CD180 expressziója korrelál a TLR4 

expressziójával. Az MD-1, a CD180 járulékos molekulája homológ a TLR4 MD-2 járulékos 
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molekulájaval, ami felveti a szoros kapcsolatot a CD180 és TLR4 között. A CD180 és az MD-

1 segítő molekulája közvetlenül interakcióba lép a TLR4 szignalizációs komplexszel, ezzel 

meggátolva a mikrobiális ligand bekötődésének lehetőségét, tehát a CD180 a TLR4-válasz 

negatív regulátoraként működik [67,69].  

A B-sejteken lévő CD180 molekula megváltozott expressziója és funkciója kapcsolatban 

áll számos autoimmun kórképpel [67]. SLE-s és Sjögren szindrómás betegekben a CD180-

negatív B-sejtek arányának növekedése figyelhető meg, míg egészséges egyénekben ritkán 

található CD180-negatív B-sejt [70,71]. Ráadásul, SLE-ben a betegség súlyossága összefügést 

mutatott a CD180-negatív B-sejtek mennyiségével a perifériás vérben [70,72].  

A CD180 molekula természetes ligandja ismeretlen, ezért a CD180 molekulán keresztüli 

aktiváció vizsgálatához monoklonális anti-CD180 antitestet használnak. Az anti-CD180 

antitest képes aktiválni a humán és egér B-sejtek 85 %-át in vitro és robosztus Ig termelést 

kiváltani [68]. Az anti-CD180 antitest egér B-sejteken szinergizál a TLR4 és TLR9 ligandokkal 

[68]. Anti-CD180 antitest és LPS (TLR4 ligand) vagy CpG együttes adása növelte az egér B-

sejtek citokin termelését [73]. TLR9 ligand, CpG és az anti-CD180 antitest együttes adása 

serkentette a humán perifériás vér B-sejtek proliferációját illetve IgM és IgG antitest termelését 

[74].  

2.5 PI3K/Akt/mTOR szignalizáció 

 

Úgy tűnik, hogy a foszfatidil-inozit-3-kináz (PI3K)/Akt és a mammalian target of 

rapamycin (mTOR) szignalizációs útvonal kulcsfontosságú szereppel bír az SSc 

patogenezisében, különösen az SSc két tipikus jellemzőjében, a fibrogenezisben és a B-sejt 

aktivációban [21,75,76]. PI3K/Akt/mTOR/S6 szignalizáció hiperaktivált állapotát figyelték 

meg SSc-ben szenvedő betegek bőr fibroblasztjaiban [75] és az útvonal gátlása megakadályozta 

a TGF-β indukált fibroblaszt növekedést, ezáltal a fibrózis kialakulását bleomycin indukált SSc 

egérmodellben [75,77,78]. Már felvetették, hogy az mTOR gátló rapamycin lehetséges terápiás 

szer lehet az SSc kezelésére és egy klinikai tanulmányban a rapamycin kezelés csökkentette az 

SSc-s betegek bőrpontszámát (MRSS) [79]. 

Emellett a PI3K/Akt/mTOR útvonal kulcsfontosságú szerepet játszik a B-sejtek 

aktivációjában, proliferációjában és túlélésében [76,80]. A klasszikus B-sejt receptoron (BCR) 

és CD19 koreceptoron keresztüli aktivációs szignálok mellett a PI3K a kostimuláló molekulák 

hatását is integrálja, továbbá a TLR-eken és komplementreceptorokon keresztüli szignálok is a  
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PI3K-n keresztül hatnak [81–83]. A CD180  molekulán keresztüli stimulációt követően az Akt 

emelkedett foszforilációját figyelték meg egészséges egyének és B-sejtes krónikus limfocitás 

leukémiás (B-CLL) betegek B-sejtjeiben [84]. Emellett a PI3K/Akt/mTOR útvonal fontos 

szerepet játszik a B-sejt aktiváló faktor (BAFF)-mediált B-sejt differenciálódásban és 

aktiválódásban is [85,86]. A nukleáris faktor κB (NF-κB) a PI3K szignalizációs útvonal egyik 

downstream targetje és a TLR-okon keresztüli szignalizáció az NF-κB aktivációjához vezet, 

ami a gyulladásserkentő gének átírásának serkentésével hozzájárul a gyulladás kialakulásához 

(2. ábra) [87].  

 

2. ábra: A CD180 molekula, a BCR és a BAFF receptorok által is használt 

PI3K/Akt/mTOR jelátviteli útvonal sematikus ábrázolása. Az ábrán azokat a 

fontosabb molekulákat tüntettük fel, melyek az SSc patogenezisében és a B-sejt 

aktivációban egyaránt fontos szerepet játszhatnak.   

2.6 BAFF szignalizáció 

 

A BAFF a tumor nekrózis faktor (TNF) család tagja és fontos szerepet játszik a B-sejtek 

túlélésében, érésében és homeosztázisában. A BAFF emelkedett szintjét figyelték meg számos 

autoimmun betegségben, többek között SSc-ben is [88,89]. A megnövekedett mennyiségű 
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BAFF hozzájárulhat a B-sejt tolerancia felborulásához, azáltal hogy megvédi az 

alacsonyaffinitású, autoreaktív B-sejteket a pusztulástól, ezáltal hozzájárulhat a szisztémás 

autoimmun betegségek kialakulásához [90]. BAFF-transzgenikus egérben a BAFF 

megnövekedett expressziója lupus- és Sjögren-szerű betegséget váltott ki [91]. Az SSc TSK 

egérmodelljében BAFF antagonista használata csökkentette a fibrózis kialakulását a bőrben 

[92]. Bár BAFF elleni autoantitestek jelenlétét leírták egészséges egyénekben is, feltételezhető, 

hogy az SLE-s betegekben megfigyelt emelkedett anti-BAFF autoantitestek a BAFF 

elérhetőségének és aktivitásának szabályzásával hozzájárulhatnak az autoimmun 

folyamatokhoz [93,94].  

A BAFF többféle receptorhoz képes kötődni a B-sejteken, ilyen a BAFF receptor (BAFF-

R) és a transzmembrán aktivátor és kalciummodulátor és cyclophilin ligand interaktor (TACI). 

A BAFF-R a B-sejt homeosztázis pozitív regulátora azáltal hogy a B-sejt fejlődéshez és 

túléléshez szükséges folyamatos szignált nyújt [95]. A TACI serkenti az Ig izotípusváltást 

illetve a plazmasejtek differentációját és túlélését [96]. A BAFF-R a csontvelői plazmasejteken 

kívül az összes B-sejten expresszálódik, míg a TACI főleg a memória B-sejteken és a 

plazmasejteken, illetve többnyire az aktivált sejteken expresszálódik, mivel a TACI egy 

indukálható receptor [91,97]. A TACI expressziója a naiv B-sejteken alacsony, azonban TLR9-

en keresztüli stimuláció a TACI expresszió gyors emelkedését idézte elő [98]. SLE-s betegek 

B-sejtjein csökkent BAFF-R és emelkedett vagy egyenlő TACI expressziót figyeltek meg 

[99,100]. A TLR szignalizáció befolyásolja a BAFF receptorok expresszióját. A TLR4, TLR7 

és TLR9 stimuláció növeli a TACI expresszióját [96,101], a TLR4 és TLR9 stimuláció a BAFF-

R expressziójára kifejtett hatása eltérő a tanulmányok között [102,103]. Feltehetőleg a TLR9-

en keresztüli aktiváció a TACI expressziójának növelése révén érzékenyebbé teszi a B-sejteket 

a BAFF hatására emberben és egérben is [101,102].  
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3 Célkitűzések 

 

Fő célkitűzésünk volt, hogy feltérképezzük a TLR homológ, CD180 molekulán keresztüli 

B-sejt aktiváció lehetséges szerepét a súlyosabb formájú SSc, a dcSSc patogenezisében.  

 

Konkrét céljaink: 

 

1. A CD180 molekula expressziójának meghatározása korai dcSSc-ben szenvedő betegek 

perifériás vér B-sejtjein egészséges egyénekhez viszonyítva. 

 

2. A CD180 molekulán keresztüli stimuláció hatásának vizsgálata az SSc patogenezisében 

és a B-sejt aktivációban egyaránt meghatározó szerepet játszó jelátviteli útvonalakhoz 

kapcsolódó Akt, S6 és NF-κB molekulák foszforilációjára dcSSc-s betegek B-sejtjeiben 

egészséges egyénekhez viszonyítva.  

 

3. A BAFF elleni autoantitestek mennyiségének meghatározása dcSSc-ben szenvedő 

betegek szérummintáiban az egészséges egyénekhez viszonyítva. 

 

4. A BAFF receptorok expressziójának meghatározása dcSSc-ben szenvedő betegek B-

sejtjein és B-sejt alcsoportjain az egészséges egyénekhez viszonyítva, továbbá annak 

vizsgálata, hogy a CD180 molekulán keresztüli stimuláció hogyan befolyásolja a BAFF 

receptorok expresszióját. 

 

5. A CD180 molekulának az SSc patogenezisében betöltött lehetséges szerepének 

modellezése mandula B-sejtekkel: 

a. A B-sejtek aktivációjának, citokin és antitesttermelésének vizsgálata mandula 

B-sejteken. 

b. Annak vizsgálata, hogy egy másik TLR ligand (CpG) jelenléte hogyan 

befolyásolja a CD180-on keresztüli stimuláció hatását a B-sejtek ezen 

funkcióira. 
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4 Anyag és módszer 

 

4.1 Minták 

 

4.1.1 Perifériás vérminták 

 

Perifériás vér B-sejteken végzett vizsgálatainkhoz a PTE KK Reumatológiai és 

Immunológiai Klinika által gondozott 30 korai dcSSc-ben szenvedő beteg perifériás vérmintáit 

használtuk fel. Az összes beteg megfelelt az ACR/EULAR által 2013-ban kidolgozott SSc 

klasszifikációs kritériumrendszernek. A betegek átlagos betegség fennállási ideje 1,73 év volt, 

a betegség fennállás idő az első nem-Raynaud tünettől lett számítva. A betegek átlagéletkora 

48,4 év, átlagos bőrpontszámuk 15,9 volt. Vizsgált betegeink esetében a leggyakoribb belső 

szervi érintettségek a gyomor- és bélrendszeri érintettség (53,3%), a tüdő érintettség (50%) és 

a szív érintettség (36,7%) volt. A gyomor és bélrendszeri érintettség meghatározása 

kontrasztanyagos nyelőcső vizsgálat vagy nyelőcső-gyomortükrözés alapján történt. A 

tüdőérintettség meghatározása a HRCT-vel igazolt fibrózis jelenléte és/vagy a csökkent FVC 

alapján történt (FVC <80%). A betegek szívérintettségét a diasztolés diszfunkció vagy a 

csökkent bal kamrai ejekciós frakció alapján határoztuk meg. Veseérintettségként scleroderma 

renális krízis került rögzítésre. Mivel az echokardiográfiás és légzésfunkciós vizsgálatokon nem 

volt PAH-ra utaló jel, a betegeknél nem történt jobb szív fél katéterezés. A vizsgált betegek az 

immunszupresszív terápia során mikofenolát mofetil, metotrexát vagy ciklofoszfamid 

kezelésben részesültek. A betegek részletes adatait a 2. táblázat tartalmazza. A 

kontrollcsoportot 36 korban és nemben illesztett egészséges egyén alkotta. A vérminták 

standard eljárás szerint, EDTA tartalmú vákuumcsövekbe történő levétel után kerültek 

feldolgozásra. Minden résztvevő előzetes tájékoztatást követően írásos beleegyezését adta a 

vizsgálathoz. A vizsgálatot az Egészségügyi Tudományos Tanács, Tudományos és 

Kutatásetikai Bizottsága engedélyezte (ETT TUKEB 47861-6/2018/EKU). 
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2. táblázat: A betegek klinikai adatai 

Általános jellemzők dcSSc (n = 30) 

Életkor (év), átlag (SD) 48,43 (16,3) 

Nem (nő), n (%) 22 (73,3%) 

Betegség időtartama (év), átlag (SD) 1,73 (0,9) 

Szervi érintettség 
 

MRSS, átlag (SD) 15,90 (11,1) 

Tüdő fibrózis, n (%) 15/30 (50 %) 

PAH, n (%) 0/30 (0%) 

Renális krízis, n (%) 1/30 (3,3%) 

Gasztrointesztinális érintettség, n (%) 16/30 (53,3%) 

Szív érintettség, n (%) 11/30 (36,7%) 

Antitestek 
 

Anti-Scl-70+, n (%) 9/30 (30%) 

Anti-RNS pol III +, n (%) 4/30 (13,3%) 

Immunszupresszív kezelés, n (%) 13/30 (43,3%) 

 

4.1.2 Mandula minták  

 

Vizsgálataink egy részéhez mandula mintákat használtunk fel, melyek a PTE KK 

Gyermekgyógyászati Klinikán rutin torokmandula műtéten átesett tünetmentes gyermekektől 

származtak. A mandulák műtéti eltávolítását követően még aznap lettek feldolgozva. A 

mandulákat először manuálisan homogenizáltuk, majd a keletkezett sejtszuszpenziót 70 µm-es 

szűrőn szűrtük át. Minden résztvevő törvényes képviselője előzetes tájékoztatást követően 

írásos beleegyezését adta a vizsgálatokhoz. A vizsgálatot a Regionális, Intézményi 

Tudományos és Kutatásetikai Bizottság engedélyezte (RIKEB 7724-PTE 2019). 

 

4.2 Mononukleáris sejtek izolálása és a B-sejtek szeparálása 

 

A perifériás vérmintákból illetve az átszűrt mandula sejtszuszpenzióból a mononukleáris 

sejtek izolálása Ficoll-Paque Plus (GE Healthcare, Chicago, IL, USA) sűrűséggrádiens-
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centrifugálással történt. A B-sejtek mágneses gyöngy alapú negatív szeparálása a MACS B cell 

isolation kit II (Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach, Germany) segítségével történt a gyártói 

protokoll alapján. A tisztítás után a B-sejtek tisztasága > 95% volt.  

 

4.3 Sejtek stimulálása 

 

4.3.1 Perifériás vér B-sejtek stimulálása 

 

A perifériás vér B-sejteken végzett vizsgálatainkban stimulálatlan kontroll és anti-

CD180 antitest stimulált kondíciókat vizsgáltunk. A sejtek stimulálásához LEAF Purified anti-

human CD180 (RP105) antitestet (Klón: MHR73-11) (BioLegend, San Diego, CA, USA) (a 

továbbiakban anti-CD180 antitest) használtunk 1 µg/ml koncentrációban.  

 

4.3.2 Mandula B-sejtek stimulálása 

 

A mandula B-sejteken végzett vizsgálatainkban stimulálatlan kontroll, anti-CD180 

antitest stimulált, CpG stimulált, CpG+anti-CD180 antitest stimulált kondíciókat vizsgáltunk. 

A sejtek stimulálásához a fentebb ismertetett anti-CD180 antitestet 1 µg/ml koncentrációban és 

1 µg/ml CpG-t (Hu/Ms CpG-B DNA, ODN2006, Hycult Biotech) használtunk.  

 

4.4 RNS izolálás, cDNS szintézis és qPCR 

 

Az izolált B-sejtekből az RNS kivonása a NucleoSpin RNA XS kit (Macherey-Nagel Inc, 

Bethlehem, PA, USA) használatával, a komplementer DNS-ek (cDNS) létrehozása a High 

Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) 

segítségével a gyártói utasításokat követve történt. A vizsgált molekulák mRNS 

expressziójának meghatározásához SensiFAST SYBR Lo-ROX Kit-et (Bioline, London,UK) 

használtunk. Az amplifikáció végrehajtása az Applied Biosystems 7500 RT-PCR System 

(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) segítségével történt. A génexpressziót a 7500 

Software v2.0.6 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) segítségével analizáltuk és 

egy háztartási génre, a Gliceraldehid-3-foszfát-dehidrogenázra (GAPDH) normáltuk. A 
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vizsgált gének expressziójának kiszámítása a 2-ddCT módszer alapján történt (Relatív 

kvantifikálás-RQ). 

 

4.4.1 CD180 mRNS expresszió meghatározása 

 

A mandula B-sejtek (n=4) CD180 mRNS expresszió vizsgálatához 3*105 sejt volt 

stimulálva vagy maradt stimulálatlan 24 órán keresztül 37°C-on.  

A B-sejtek CD180 mRNS expressziójának meghatározásához a következő primer 

szekvenciákat használtuk: CD180 (Forward) 5’-TCT GGC TGC CAA CAG CAT TA-3’ 

CD180 (Reverse) 5’-ATT CGA GCA AGT GCA GTC CA-3’, GAPDH (Forward) 5’-ATT 

CCA TGG CAC CGT CAA GG-3’, GAPDH (Reverse) 5’-TCG CCC CAC TTG ATT TTG 

GA-3’. 

 

4.4.2 BAFF-R mRNS expresszió meghatározása 

 

A B-sejtek BAFF-R mRNS expressziójának meghatározásához a következő primer 

szekvenciákat használtuk: BAFF-R (Forward) 5’- GCA GAA ATA AGC GTG CCG TT-3’ 

BAFF-R (Reverse) 5’- AGT TGG TGT TTC ACT GTC TGC-3’ GAPDH (Forward) 5’-ATT 

CCA TGG CAC CGT CAA GG-3’, GAPDH (Reverse) 5’-TCG CCC CAC TTG ATT TTG 

GA-3’. 

 

4.5 Áramlási citometriás vizsgálatok 

 

4.5.1 A B-sejt alcsoportok azonosítása 

 

Áramlási citometriás vizsgálataink során a B-sejtek azonosítása a CD19 sejtvonal marker 

alapján történt (3.A ábra). A CD19+ B-sejteken belül a CD27 és IgD markerek segítségével a 

következő 4 B-sejt alcsoportot különítettünk el: CD27+IgD+ non-switched memória (NS), 

CD27+IgD- switched memória (S), CD27-IgD- kettős negatív (DN) és CD27-IgD+ naiv B-

sejtek (3.B ábra).  
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3. ábra: Kapuzási stratégia a B-sejt alcsoportok azonosításához. (A) A CD19+ B-sejtek 

azonosítása. (B) A CD19+ B-sejteken belül a CD27 és IgD jelölés alapján a következő 

B-sejt alcsoportok elkülönítése: CD27+IgD+ non-switched memória (NS), CD27+IgD- 

switched memória (S), CD27-IgD- kettős negatív (DN) és CD27-IgD+ naiv B-sejtek. 

 

4.5.2 A CD180 fehérje expresszió meghatározása dcSSc-s és HC B-sejteken 

 

A dcSSc-s és egészséges kontroll (HC) B-sejtek CD180 expressziójának 

meghatározásához 5*105 PBMC-t jelöltünk anti-humán AmCyan konjugát CD19 (SJ25C1, 

Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) és fikoeritrin (PE) konjugált CD180 (G28-8, 

Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) antitestekkel. A jelölés során a gyártói utasítás 

szerint jártunk el, miszerint a sejteket 30 percig inkubáltuk jégen a megfelelő antitest 

kombinációkkal, majd kétszer mostuk PBS oldattal (Foszfáttal pufferolt sóoldat), majd 

FACSFIX pufferben (0.5% PFA-PBS) fixáltuk. A jelölt sejtek fluoreszcenciáját FACS Calibur 

áramlási citométerrel (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) mértük és az FCS Express 

6 szoftverrel (De Novo Software, Pasadena, CA, USA) analizáltuk. 

 

 

 

A B 
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4.5.3 A BAFF-R és TACI expresszió meghatározása dcSSc-s és HC B-sejteken 

 

A BAFF-R és TACI expresszió meghatározásához a dcSSc-s és HC perifériás vér B-

sejteken és B-sejt alcsoportokon, 5*105 PBMC sejtet stimuláltunk vagy maradt stimulálatlan 

24 órán keresztül 37 °C-on, majd a következő antitest kombinációkkal jelöltük: anti-humán PE 

konjugált CD19 (SJ25C1, Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA), PerCP konjugált IgD 

(IA6-2, BioLegend, San Diego, CA, USA), APC konjugált CD27 (M-T271, Becton Dickinson, 

Franklin Lakes, NJ, USA), FITC konjugált CD27 (L128, Becton Dickinson, Franklin Lakes, 

NJ, USA), FITC konjugált BAFF-R (CD268) (11C1, BioLegend, San Diego, CA, USA) és 

APC konjugált TACI (CD267) (1A1, BioLegend, San Diego, CA, USA). A sejtfelszíni jelölés 

során a 4.5.2. fejezetben leírt protokoll szerint jártunk el.  

 

4.5.4 Mandula B-sejtek áramlási citometriás vizsgálata 

 

A mandula B-sejtek multiparaméteres áramlási citometriás vizsgálatához 3*105 B-sejtet 

stimuláltunk vagy maradt stimulálatlan 24 órán keresztül 37 °C-on, majd a következő antitestek 

kombinációjával jelöltük: anti-humán CD19 konjugált AmCyan (SJ25C1, Becton Dickinson, 

Franklin Lakes, NJ, USA), PE/Cy7 konjugált CD27 (M-T271, BioLegend, San Diego, CA, 

USA), PerCP konjugált IgD (IA6-2, BioLegend, San Diego, CA, USA), PE konjugált CD180 

(G28-8, Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) és APC/Cy7 konjugált CD69 (FN50, 

BioLegend, San Diego, CA, USA). A sejtfelszíni jelölés során a 4.5.2. fejezetben leírt protokoll 

szerint jártunk el. 

 

4.5.5 Jelátviteli molekulák foszforilációjának vizsgálata dcSSc-s és HC B-sejtekben 

 

A dcSSc-s és HC B-sejtekben az Akt, S6 és NF-κB foszforilációjának vizsgálatához 

kondíciónként 2*105 szeparált B-sejtet tettünk ki 96 lyukú lemez lyukjaiba FBS mentes RPMI 

médiumban és 37°C-on 1 órán át pihentettük a sejteket. Ezt követően a sejteket anti-CD180 

antitesttel stimuláltuk vagy maradtak stimulálatlanul 30 percig 37°C-on. A foszforilációs 

vizsgálatok a BD Phosflow Protokoll alapján a BD Cytofix Fixation Buffer és a BD Perm III 

Buffer (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) használatával végeztük el. A stimulálást 
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követően a sejteket azonnal fixáltuk az előmelegített Cytofix Fixation Buffer-rel 10 percig 

37°C-on. Mosást követően, a sejtek permeabilizálásához 30 percig inkubáltuk a sejteket jégen 

előhűtött Perm Buffer III oldattal. Újabb mosást követően a következő antitestekkel jelöltük a 

sejteket: anti-humán Alexa Fluor488 konjugált Akt (pS473) (M89-61, Becton Dickinson, 

Franklin Lakes, NJ, USA), Alexa Fluor647 konjugált S6 (pS235/pS236) (N7-548, Becton 

Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) és PE konjugált NF-κB p65 (pS529) (K10-895.12.50, 

Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA). A 30 perces szobahőmérsékleten történő 

inkubálást követően újra mostuk a sejteket és végül a sejtek azonnal fixálás nélkül kerültek 

lemérésre FACS Calibur áramlási citométer (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) 

használatával. Az analízis az FCS Express 6 szoftver (De Novo Software, Pasadena, CA, USA) 

segítségével történt.  

 

4.6 ELISA mérések 

 

4.6.1 Mandula B-sejtek citokin termelésének mérése  

 

A mandula B-sejtek citokin termelésének vizsgálatához 3*105 B-sejtet stimuláltunk 

vagy maradt stimulálatlan 24 órán keresztül 37 °C-on, majd a sejtek felülúszóiból mértük a 

termelt citokinek mennyiségét. A felülúszók tárolása a felhasználásig -80°C-on történt. Az IL-

10 és IL-6 termelést Human IL-10 és IL-6 DuoSet ELISA kitekkel (Bio-Techne, Minneapolis, 

MN, USA) mértük a gyártói protokoll alapján.  

 

4.6.2 Mandula B-sejtek természetes autoantitest termelésének mérése 

 

A mandula B-sejtek természetes autoantitest termelésének vizsgálatához 4*105 B-sejtet 

stimuláltunk vagy maradt stimulálatlan 7 napon keresztül 37°C-on, majd a sejtek felülúszóiból 

mértük az anti-CS IgM és az anti-topo I (F4 fragmens) IgM autoantitestek szintjét házi ELISA 

tesztekkel. [49,54]. A felülúszók tárolása a felhasználásig -80°C-on történt.   
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4.6.2.1 Az anti-citrát szintáz IgM autoantitest mérése 

 

A CS elleni autoantitestek méréséhez 96 lyukú Nunc MaxiSorp™ ELISA lemezt 

érzékenyítettük sertésszívből származó CS antigénnel (SigmaMerck C3260) 4.5 µg/ml 

koncentrációban bikarbonát pufferben és egy éjszakán át 4°C-on inkubáltuk. Másnap 0.05% 

Tween 20 tartalmú PBS oldattal történő mosást követően zselatin oldattal blokkoltuk a lemezt 

1 órán át szobahőmérsékleten. A mosás után kerültek fel a lemezre a felülúszók hígítatlanul és 

1 órán át szobahőmérsékleten inkubáltuk. Újabb mosást követően a lemezt 1 órán át inkubáltuk 

szobahőmérsékleten HRPO konjugált anti-humán IgM specifikus másodlagos antitesttel 

(Dako). Majd a mosást követően a reakció kimutatásához 15 percig inkubáltuk 3,3',5,5'‐

tetramethylbenzidine (TMB) szubsztráttal (Orgentec), majd a színreakció leállítása H2SO4 

STOP oldattal (Orgentec) történt. Az eredmény detektálása 450 nm-en iEMS MF 

mikrofotométer (Thermo Labsystem, Beverly, MA, USA) segítségével történt.  

 

4.6.2.2 Az anti-topoizomeráz I (F4) IgM autoantitest mérése 

 

A DNS topo I F4 fragmense elleni autoantitestek méréséhez 96 lyukú Nunc MaxiSorp™ 

ELISA lemezt érzékenyítettük a rekombináns F4-MBP antigénnel és az MBP-vel 10 µg/ml 

koncentrációban PBS oldatban és egy éjszakán át 4°C-on inkubáltuk. Másnap 0.05% Tween 20 

tartalmú PBS oldattal történő mosást követően 3%-os BSA oldattal blokkoltuk a lemezt 1 órán 

át szobahőmérsékleten. A mosás után kerültek fel a lemezre a felülúszók hígítatlanul és 1 órán 

át szobahőmérsékleten inkubáltuk. Újabb mosást követően a lemezt 1 órán át inkubáltuk 

szobahőmérsékleten HRPO konjugált anti-humán IgM specifikus másodlagos antitesttel 

(Dako). Majd a mosást követően a reakció kimutatásához 15 percig inkubáltuk TMB 

szubsztráttal (Orgentec), majd a színreakció leállítása H2SO4 STOP oldattal (Orgentec) történt. 

Az eredmény detektálása 450 nm-en iEMS MF mikrofotométer (Thermo Labsystem, Beverly, 

MA, USA) segítségével történt. 
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4.7 Luminex MAGPIX mérés 

 

A dcSSc-ben szenvedő betegek és egészséges kontrollok szérummintáiban a BAFF elleni 

autoantitestek szintjének (átlagos fluoreszcencia intenzitás-MFI) meghatározása MILLIPLEX 

Map Human Cytokine Autoantibody Panel (HCYTAAB-17K, Merck KGaA, Darmstadt, 

Germany) használatával történt a gyártói utasítások alapján. A mérés a Luminex MAGPIX 

készülék (Luminex Corporation, Austin, TX, USA) használatával, az adatok kiértékelése a 

Belysa Immunoassay Curve Fitting Software (Merck KGaA, Darmstadt, Germany) 

segítségével történt.  

 

4.8 Statisztikai analízis 

 

Az eredmények statisztikai analízisét a SPSS v. 25.0 statisztikai szoftverrel (IBM, Armonk, 

NY, USA) szoftverrel végeztük. Az adatokkal normalitás vizsgálatot végeztünk a Shapiro-Wilk 

teszttel, melyet követően a normál eloszlású adatainkat kétmintás t-próba segítségével, nem-

normál eloszlású adatainkat pedig Mann-Whitney U-teszttel elemeztük, ahol a statisztikailag 

szignifikáns különbségnek a p<0.05 értéket tekintettük. Az eredmények ábrázolása a Graphpad 

Prism 5 szoftverrel (GraphPad Software, San Diego, CA, USA) történt.  A normál eloszlású 

adatok ábrázolásakor az adatok átlagát és az átlagok standard hibáját (± SEM), míg a nem-

normál eloszlású adatok ábrázolásakor a minimum, maximum és medián értékeket valamint az 

interkvartilis terjedelmet (IQR) jelenítettük meg.  
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5 Eredmények 

 

5.1 A CD180 molekulán keresztüli stimuláció hatásának vizsgálata dcSSc-ben szenvedő 

betegek perifériás vér B-sejtjein 

 

5.1.1 A CD180 molekula expressziójának vizsgálata dcSSc-ben szenvedő betegek 

perifériás vér B-sejtjein 

 

A B-sejtek megváltozott CD180 expresszióját figyelték meg bizonyos autoimmun 

kórképekben [67], ezért kíváncsiak voltunk arra, hogy van-e a különbség a korai dcSSc-ben 

szenvedő betegek és az egészséges egyének CD180 expressziójában. Ehhez áramlási 

citometriás vizsgálattal megmértük a CD180 molekula expressziós szintjét (MFI) a dcSSc-ben 

szenvedő betegek és az egészséges kontrollok perifériás véréből származó B-sejtekben és a 

CD180 molekula csökkent expresszióját figyeltük meg a dcSSc-s betegekben az egészséges 

egyénekhez viszonyítva (4.A ábra). Megvizsgálva a CD180 mRNS expresszióját tisztított B-

sejtekben hasonló eredményt kaptunk, a CD180 molekula csökkent expresszióját figyeltük meg 

mRNS szinten is a dcSSc-s betegek B-sejtjeiben az egészséges egyénekhez viszonyítva (4.B 

ábra).  

 

4. ábra: A CD180 expresszió vizsgálata dcSSc-ben (A) A perifériás vér B-sejtek CD180 

expressziójának áramlási citometriás vizsgálata dcSSc-ben szenvedő betegekben 

egészséges egyénekhez viszonyítva. (B) A CD180 mRNS expressziója dcSSc-ben 

szenvedő betegek B-sejtjeiben az egészséges egyénekhez viszonyítva. A 

A B 
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génexpressziós változások az egészséges kontroll mintákhoz vannak hasonlítva (RQ 

érték). A vízszintes vonal (1-es érték) jelzi a kontroll minták CD180 expresszióját. Az 

adatok átlag ± SEM formában vannak feltüntetve, dcSSc n = 4 és HC n = 4, * p<0,05. 

 

5.1.2 A CD180 ligáció hatásának vizsgálata a PI3K/Akt/mTOR szignalizációra dcSSc-

ben szenvedő betegek B-sejtjeiben 

 

5.1.2.1 A CD180-on keresztüli stimuláció kisebb mértékben növeli az Akt foszforilációját 

a B-sejtekben dcSSc-ben, mint az egészséges egyénekben 

 

A PI3K útvonal fontos szerepet játszik az SSc számos aspektusában, ezért először 

megvizsgáltuk a PI3K egyik domináns effektor molekulájának, az Akt-nak a foszforilációját. 

Az anti-CD180 antitesttel történő stimulálás jelentősen növelte a foszforilált Akt (pS473)-

pozitív B-sejtek arányát dcSSc-ben és HC-ban is, azonban dcSSc-ben jelentősen kisebb 

mértékben, mint a HC-ban (5. ábra).  

 

5. ábra: A CD180 ligáció az Akt foszforilációjára gyakorolt hatásának vizsgálata áramlási 

citometriával dcSSc-ben szenvedő betegek és egészséges kontrollok szeparált B-

sejtjeiben. Az adatok átlag ± SEM formában vannak feltüntetve, dcSSc n = 6 és HC n 

= 7, * p<0,05. 
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5.1.2.2 Az S6 foszforilációjában nincs különbség dcSSc-ben szenvedő betegek és 

egészséges kontrollok B-sejtjeiben 

 

A PI3K/Akt egyik fontos effektor molekulája az mTOR, az S6 pedig az mTOR egyik 

szubsztrátja, megmértük az S6 foszforilációjának változását is CD180-on keresztüli aktiváció 

hatására. Anti-CD180 antitesttel történő kezelés dcSSc-ben és HC-ban is növelte a foszforilált 

S6 (pS235/pS236)-pozitív B-sejtek arányát, azonban nem találtunk különbséget az S6 

foszforilációjában dcSSc és HC között (6. ábra).  

 

6. ábra: Anti-CD180 antitesttel történő kezelés hatásának vizsgálata áramlási citometriával 

az S6 foszforilációjára dcSSc-ben szenvedő betegek és egészséges kontrollok szeparált 

B-sejtjeiben. Az adatok átlag ± SEM formában vannak feltüntetve, dcSSc n = 6 és HC 

n = 7, * p<0,05. 

 

5.1.2.3 A B-sejtek NF-κB foszforilációját kevésbé növelte az anti-CD180 antitest kezelés 

dcSSc-ben, mint az egészséges egyénekben 

 

Az NF-κB egy fontos központi útvonal, mely számos más jelátviteli útvonallal áll 

kapcsolatban, köztük a  PI3K/Akt/mTOR útvonallal is [87], ezért megvizsgáltuk a CD180 

ligáció hatását az NF-κB foszforilációjára is. Anti-CD180 antitesttel történő stimulálás 

jelentősen növelte a foszforilált NF-κB p65 (pS529)-pozitív sejtek arányát dcSSc-ben szenvedő 
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betegek és egészséges kontrollok B-sejtjeiben is, de dcSSc-ben jelentősen kisebb mértékben, 

mint HC-ban (7. ábra).  

 

7. ábra: A CD180 molekulán keresztüli aktiváció hatásának vizsgálata áramlási 

citometriával az NF-κB foszforilációjára dcSSc-ben szenvedő betegek és egészséges 

kontrollok szeparált B-sejtjeiben. Az adatok átlag ± SEM formában vannak feltüntetve, 

dcSSc n = 5 és HC n = 4, * p<0,05. 

 

5.1.3 Anti-BAFF autoantitestek mérése dcSSc-ben szenvedő betegek szérummintáiban 

 

A BAFF a PI3K/Akt/mTOR/S6 útvonalon keresztül is kifejti a hatását [91] és a BAFF 

megnövekedett szintje hozzájárulhat a B-sejtek diszfunkciójához SSc-ben [88]. A BAFF ellen 

irányuló autoantitestek befolyásolhatják a BAFF hatékonyságát [93], ezért megmértük a BAFF 

elleni autoantitestek szintjét (MFI) dcSSc-ben szenvedő betegek és egészséges kontrollok 

szérummintáiban. Az anti-BAFF autoantitestek szintje szignifikánsan magasabb volt a dcSSc-

ben szenvedő betegekben, mint az egészséges kontrollokban (8. ábra).  
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8. ábra: Az anti-BAFF autoantitestek mennyiségének meghatározása dcSSc-ben szenvedő 

betegek és egészséges kontrollok szérumában. Az adatok ábrázolásakor a minimum, 

maximum és medián értékeket valamint az IQR-t jelenítettük meg, dcSSc n=20 és HC 

n=21, * p < 0.05. 

 

5.1.4 A CD180-on keresztüli B-sejt stimuláció BAFF receptorok expressziójára 

gyakorolt hatásának vizsgálata 

 

5.1.4.1 Anti-CD180 antitesttel történő kezelés a dcSSc-ben szenvedő betegekben 

megfigyelt szintre csökkenti a BAFF-R expresszióját egészséges egyének B-

sejtjein 

 

Ezt követően megvizsgáltuk a BAFF-R expresszióját mRNS és fehérje szinten a dcSSc-

ben szenvedő betegek és egészséges egyének B-sejtjeiben. A BAFF-R mRNS csökkent 

expresszióját figyeltük meg dcSSc-ben szenvedő betegek szeparált B-sejtjeiben az 

egészségesekhez viszonyítva valós idejű PCR-technikával (9.A ábra). Majd a dcSSc-ben 

szenvedő betegek és egészséges kontrollok PBMC mintáinak áramlási citometriás vizsgálatával 

meghatároztuk a BAFF-R fehérje expresszióját a B-sejtekben és az mRNS szintű vizsgálattal 

megegyező eredményt kaptunk, a BAFF-R fehérje szintje is jelentősen alacsonyabb volt dcSSc-

ben az egészséges egyénekhez viszonyítva (9.B ábra).  
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Ismert, hogy a TLR-ok befolyásolják a BAFF receptorok expresszióját, ezért 

megvizsgáltuk, hogy a B-sejtek CD180-on keresztüli stimulációja hogyan hat a BAFF-R 

expressziójára. A CD180 ligációja az egészséges kontrollokban lecsökkentette a BAFF-R 

pozitív sejtek arányát dcSSc-ben szenvedő betegek stimulálatlan és anti-CD180 antitest 

stimulált B-sejtjeiben megfigyelt szintekre, míg a dcSSc-s B-sejtek BAFF-R expressziójára 

nem volt hatással (9.B ábra).  

 

9. ábra: A B-sejtek BAFF-R expresziójának vizsgálata dcSSc-ben és HC-ban.(A) A 

BAFF-R mRNS expressziója dcSSc-s B-sejtekben (n=3) az egészséges kontrollokhoz 

(n=3) viszonyítva. A génexpressziót az egészséges kontrollokra normáltuk (RQ érték) 

és a horizontális vonal (1-es érték) reprezentálja a kontroll mintákat. (B) A BAFF-R 

fehérje expressziójának áramlási citometriás vizsgálata a stimulálatlan és anti-CD180 

antitest stimulált dcSSc-s és HC B-sejteken. Az adatok átlag ± SEM formában vannak 

feltüntetve, dcSSc n = 4 és HC n = 4, * p<0,05. 

 

5.1.4.2 A CD180 molekulán keresztüli stimuláció a dcSSc-ben szenvedő betegekben 

megfigyelt szintre növeli a TACI expresszióját egészséges egyének B-sejtjein 

 

Ismert, hogy a BAFF több receptoron keresztül is hat a B-sejteken, ezért megnéztük egy 

másik BAFF kötő receptor, a TACI expresszióját is a dcSSc-ben szenvedő betegek és 

egészséges egyének B-sejtjeiben. A TACI-pozitív sejtek aránya jelentősen magasabb volt a 

stimulálatlan dcSSc-s B-sejtekben, mint HC-ban. Az anti-CD180 antitesttel történő kezelés a 

A B 
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dcSSc-s B-sejtek TACI expresszióját nem befolyásolta, azonban az egészséges kontrollok B-

sejtjeiben jelentősen növelte a TACI expresszióját, ami elérte a dcSSc-ben szenvedő betegek 

stimulálatlan és anti-CD180 antitesttel stimulált B-sejtjeiben megfigyelt szinteket (10. ábra). 

 

10. ábra: Az anti-CD180 antitesttel történő kezelés hatásának vizsgálata áramlási 

citometriával a B-sejtek TACI expressziójára dcSSc-ben és HC-ben. Az adatok átlag ± 

SEM formában vannak feltüntetve, dcSSc n = 4 és HC n = 4, * p<0,05. 

 

5.1.4.3 Az egészséges kontrollok naiv B-sejtjen megfigyelt magasabb BAFF-R 

expressziót az anti-CD180 antitest kezelés lecsökkentette a dcSSc-ben szenvedő 

betegek naiv B-sejtjein megfigyelt szintre 

 

Mivel a BAFF-R csökkent expresszióját figyeltük meg dcSSc-ben szenvedő betegek B-

sejtjeiben az egészséges egyénekhez viszonyítva, megvizsgáltuk a B-sejt alcsoportok BAFF-R 

expresszióját. A CD27 és IgD jelölés alapján azonosított 4 B-sejt alcsoportot vizsgáltunk: 

CD27+IgD+ NS, CD27+IgD- S, CD27-IgD- DN és CD27-IgD+ naiv B-sejtek.  

Összehasonlítva a dcSSc-s és HC B-sejt alcsoportok BAFF-R expresszióját, a naiv és DN 

B-sejtek esetében jóval alacsonyabb volt a BAFF-R expressziója dcSSc-ben, mint HC-ban. 

Összehasonlítva a stimulálatlan B-sejt alcsoportok BAFF-R expresszióját a vizsgált 

csoportokon belül, a DN B-sejtekben volt a legalacsonyabb a BAFF-R pozitív sejtek aránya a 

többi alcsoporthoz viszonyítva dcSSc-ben és HC-ban is. Jelentősen csökkent BAFF-R 
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expressziót figyeltünk meg a DN és naiv sejtekben a memória sejtekhez viszonyítva dcSSc-ben 

illetve a DN B-sejtekben a memória és naiv sejtekhez viszonyítva HC-ban.  

Ezt követően megvizsgáltuk az anti-CD180 antitest stimulálás hatását a B-sejt alcsoportok 

BAFF-R expressziójára és azt tapasztaltuk, hogy a CD180 ligációja a dcSSc-ben szenvedő 

betegek DN B-sejtjeiben jelentősen növelte, míg a HC naiv B-sejtjeiben szignifikánsan 

csökkentette a BAFF-R pozitív sejtek arányát. Összehasonlítva a dcSSc-ben szenvedő 

betegeket és egészséges kontrollokat az anti-CD180 antitest kezelést követően, nem találtunk 

különbséget a vizsgált B-sejt alcsoportok BAFF-R expressziójában (11. ábra).  

 

11. ábra: A CD180 stimuláció hatásának vizsgálata a B-sejt alcsoportok BAFF-R 

expressziójára dcSSc-ben és HC-ban. A BAFF-R+ sejtek arányát a CD27 és IgD jelölés 

alapján azonosított 4 B-sejt alcsoportban határoztuk meg: CD27+IgD+ NS, CD27+IgD- 

S, CD27-IgD- DN és CD27-IgD+ naiv B sejt alcsoport. A folytonos vonal a dcSSc-ben 

szenvedő betegek és egészséges kontrollok közötti, illetve a stimulálatlan és anti-CD180 

antitest stimulált kondíciók közötti szignifikáns különbségeket jelzi, míg a szaggatott 

vonal a csoportokon belül a stimulálatlan B-sejt alcsoportok közötti szignifikáns 

különbségeket mutatja. Az adatok átlag ± SEM formában vannak feltüntetve, dcSSc n 

= 4 és HC n = 4, * p<0,05. 
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5.1.4.4 Az egészséges kontrollok naiv B-sejtjein megfigyelt magasabb TACI expressziót 

az anti-CD180 antitest kezelés a dcSSc-ben szenvedő betegek naiv B-sejtjein 

megfigyelt szintre növelte 

 

Mivel a TACI emelkedett expresszióját figyeltük meg dcSSc-ben szenvedő betegek B-

sejtjeiben az egészséges egyénekhez viszonyítva, megvizsgáltuk a korábban ismertetett 4 

vizsgált B-sejt alcsoport (NS, S, DN, naiv) TACI expresszióját. A TACI expressziójában a naiv 

B-sejtek esetében találtunk különbséget dcSSc és HC között, dcSSc-ben jelentősen magasabb 

volt a TACI-pozitív sejtek gyakorisága, mint HC-ban. Összehasonlítva a stimulálatlan B-sejt 

alcsoportok TACI expresszióját a vizsgált csoportokon belül azt tapasztaltuk, hogy a TACI-

pozitív sejtek aránya magasabb volt a memória B-sejtekben, különösen az NS B-sejtekben, a 

DN és naiv sejtekhez viszonyítva dcSSc-ben és HC-ban is. Anti-CD180 antitesttel történő 

stimulálást követően csak a HC naiv sejtek esetében láttunk különbséget, ahol a CD180 ligáció 

jelentősen növelte a TACI szintjét (12. ábra).  

12. ábra: A B-sejt alcsoportok TACI expressziójának változása CD180 ligáció hatására 

dcSSc-ben és HC-ban. A TACI+ sejtek arányát vizsgáltuk a CD27 és IgD jelölés alapján 

azonosított 4 B-sejt alcsoportban: CD27+IgD+ NS, CD27+IgD- S, CD27-IgD- DN és 

CD27-IgD+ naiv B sejt alcsoport. A folytonos vonal a dcSSc-ben szenvedő betegek és 

egészséges kontrollok közötti, illetve a stimulálatlan és anti-CD180 antitest stimulált 

kondíciók közötti szignifikáns különbségeket jelzi, míg a szaggatott vonal a 
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csoportokon belül a stimulálatlan B-sejt alcsoportok közötti szignifikáns különbségeket 

mutatja. Az adatok átlag ± SEM formában vannak feltüntetve, dcSSc n = 4 és HC n = 

4, * p<0,05. 

 

5.2 A CD180 molekulán keresztüli stimuláció hatásának vizsgálata a B-sejtfunkciókra 

mandula B-sejteken 

 

A dcSSc-ben szenvedő betegek perifériás vér B-sejtjein végzett vizsgálataink alapján 

feltéteztük, hogy a CD180 molekulának szerepe lehet az SSc patogenezisében. A CD180 

molekulán keresztüli stimuláció B-sejt funkciókra gyakorolt további hatásainak vizsgálatahoz 

mandula B-sejteket használtunk, mint modell. Egyúttal megvizsgáltuk azt is, hogy egy másik 

TLR-en keresztüli szimultán stimuláció hogyan befolyásolja az anti-CD180 antitest B-sejt 

funkciókra kifejtett hatásait. 

 

5.2.1 Az anti-CD180 antitest kezelés csökkenti a B-sejtek CD180 expresszióját 

 

A CD180-negatív sejteket aktivált sejtként írták le SLE-ben és tudjuk, hogy az anti-CD180 

antitest képes aktiválni a B-sejteket, továbbá, hogy a TLR agonisták képesek csökkenteni a 

CD180 mRNS expresszióját, ezért feltételeztük, hogy a dcSSc-s B-sejteken megfigyelt 

csökkent CD180 expresszió a TLR-eken keresztüli aktiváció következménye lehet.  

Annak vizsgálatára, hogy a TLR stimuláció a CD180 molekula expresszió csökkenéséhez 

vezet-e, mandula B-sejteket stimuláltunk anti-CD180 antitesttel. Megmértük a CD180 

expresszióját fehérje és mRNS szinten és azt tapasztaltuk, hogy az anti-CD180 antitest kezelést 

követően csökkent a B-sejtek CD180 expressziója mRNS (11.A ábra) és fehérje (11.B ábra) 

szinten is. Annak vizsgálatára, hogy egy másik TLR ligand befolyásolja-e a CD180-on 

keresztül kiváltott CD180 expresszió csökkenést, a TLR9 ligand, CpG-vel és anti-CD180 

antitesttel együtt stimuláltuk a sejteket, de a CpG hozzáadása nem befolyásolta az anti-CD180 

antitest hatását és önmagában a CpG-vel történő stimulálás nem okozott változást a CD180 

fehérje és mRNS expresszióban (13.A és 13.B ábra). 
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13. ábra: TLR stimuláció hatása a CD180 fehérje és mRNS expresszióra. (A) A CD180 

expresszió fehérje szintű vizsgálata stimulálatlan (kontroll), CpG, anti-CD180 

antitest és CpG+anti-CD180 antitest stimulált mandula B-sejteken (MFI) (B) A 

mandula B-sejtek CD180 mRNS expressziója CpG, anti-CD180 antitest és 

CpG+anti-CD180 antitest kezelést követően. A génexpressziós változások a 

stimulálatlan kontroll mintához vannak hasonlítva (RQ érték). A vízszintes vonal 

(1-es érték) jelzi a stimulálatlan minta CD180 expresszióját. Az adatok átlag ± SEM 

formában vannak feltüntetve, n=4, * p<0,05. 

 

 

 

 
A 
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5.2.2 A CD180 pozitív sejtek aránya a non-switched memória B-sejt alcsoportban a 

legmagasabb 

 

A CD180-on keresztüli stimuláció hatására a B-sejtekben bekövetkező fenotípusos és 

funkcionális változások meghatározásához először megvizsgáltuk a CD180 expresszióját a 

CD27 és IgD jelölés alapján azonosított B-sejt alcsoportokban: CD27+IgD+ NS, CD27+IgD- 

S, CD27-IgD+ naiv és CD27-IgD- DN B-sejtek. A CD180-pozitív sejtek aránya jelentősen 

magasabb volt a NS B-sejtekben, mint a többi B-sejt alcsoportban. Ezt követően megvizsgáltuk, 

hogy a CD180-on keresztüli stimuláció hogyan befolyásolja a B-sejt alcsoportok CD180 

expresszióját. Anti-CD180 antitest kezelés hatására mind a 4 alcsoportban szignifikánsan 

lecsökkent a CD180+ sejtek aránya. CpG hozzáadása nem befolyásolta az anti-CD180 antitest 

kezelés hatását és önmagában a CpG-vel történő kezelés nem csökkentette a CD180+ sejtek 

arányát a 4 vizsgált B-sejt alcsoportban (14.A és 14.B ábra). 
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14. ábra: TLR stimuláció hatása a B-sejt alcsoportok CD180 expressziójára. (A) A CD180+ 

sejtek mennyiségének változása az anti-CD180 antitest, CpG, CpG+anti-CD180 antitest 

stimulusok hatására a CD27 és IgD jelölés alapján azonosított 4 vizsgált B-sejt 

alcsoportban: CD27+IgD+ NS, CD27+IgD- S, CD27-IgD- DN és CD27-IgD+ naiv B-

sejtek. Az adatok átlag ± SEM formában vannak feltüntetve, n=4, * p<0,05. (B) A 

reprezentatív dot plotokon kiemeltük az NS B-sejtek CD180 expressziójának a CpG, 

anti-CD180 antitest és CpG+anti-CD180 antitest kezelések hatására bekövetkező 

változásait. 

 

 

 

A 

B 
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5.2.3 A CD180-on keresztüli stimuláció aktiválja mind a 4 vizsgált B-sejt alcsoportot 

 

Ezután megvizsgáltuk a 4 B-sejt alcsoport aktiválódását 24 órás anti-CD180 antitest, 

CpG és CpG+anti-CD180 antitest stimulálást követően. Ehhez egy korai aktivációs marker, a 

CD69 expresszióját mértük. Anti-CD180 antitest kezelés hatására nőtt a CD69+ sejtek aránya 

mind a 4 alcsoportban a stimulálatlan B-sejtekhez képest. A legnagyobb mértékben a NS 

memória B-sejtek aktiválódtak. CpG hozzáadása a NS, S és DN B-sejtekben nem befolyásolta 

a CD69+ sejtek arányát, azonban a naiv B-sejtekben szignifikáns csökkenés volt megfigyelhető 

a csak anti-CD180 antitesttel kezelthez képest. A CpG önmagában nem okozott jelentős 

különbséget a vizsgált B-sejt alcsoportok aktivációjában (15.A és 15.B ábra). 

 

15. ábra: A TLR stimuláció hatása a CD69 aktivációs marker expressziója a B-sejt 

alcsoportokban. (A) A CD69+ sejtek mennyiségének változása az anti-CD180 antitest, 

CpG, CpG+anti-CD180 antitest kezelést követően a CD27 és IgD jelölés alapján 

A 

B 
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azonosított 4 vizsgált B-sejt alcsoportban: CD27+IgD+ NS, CD27+IgD- S, CD27-IgD- 

DN és CD27-IgD+ naiv B-sejtek. Az adatok átlag ± SEM formában vannak feltüntetve, 

n=4, * p<0,05. (B) A reprezentatív dot plotokon kiemeltük az NS B-sejtek CD69 

expressziójának a CpG, anti-CD180 antitest és CpG+anti-CD180 antitest kezelések 

hatására bekövetkező változásait.  

 

5.2.4 A B-sejtek IL-6 termelését fokozza az anti-CD180 antitesttel történő kezelés 

 

A citokinek fontos szerepet játszik az autoimmun betegségekben, ezért kíváncsiak 

voltunk, hogy a CD180-on keresztüli aktiváció hogyan befolyásolja a B-sejtek IL-6 és IL-10 

termelését. Ennek vizsgálatára 24 órán keresztül stimulált B-sejtek felülúszóiban mértük ezen 

citokinek koncentrációját. Az anti-CD180 antitest stimulálás önmagában szignifikánsan 

növelte az IL-6 koncentrációját a mandula B-sejtek felülúszójában a stimulálatlan és CpG 

stimulált sejtekhez képest, azonban nem volt hatása az IL-10 termelésre. A CpG önmagában 

szintén csak az IL-6 termelést növelte szignifikánsan, az IL-10 termelést nem. Azonban anti-

CD180 antitest és CpG együttes adása jelentősen serkentette az IL-6 és az IL-10 termelést is a 

stimulálatlan, a CpG simulált és az anti-CD180 antitest stimulált sejtekhez képest (16.A és 16.B 

ábra).  
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16. ábra: A TLR stimuláció hatása a mandula B-sejtek citokin termelésére (A) Az IL-10 és 

(B) az IL-6 koncentrációja stimulálatlan, anti-CD180 antitest, CpG és CpG+anti-CD180 

antitest stimulált B-sejtek felülúszójában. Az adatok átlag ± SEM formában vannak 

feltüntetve, n=4, * p<0,05. 

 

5.2.5 A CD180 stimuláció képes indukálni a természetes autoantitest termelést 

 

Mivel eredményeink szerint a CD180 stimulálás az NS B-sejteket aktiválja a 

legnagyobb mértékben és feltételezhetően az NS-sejtek a B1 B-sejtekhez hasonlóan képesek 

természetes autoantitesteket termelni, kíváncsiak voltunk, hogy a CD180-on keresztüli 

aktiváció hogyan befolyásolja a B-sejtek természetes autoantitest termelését. A természetes 

autoantitest termelés vizsgálatához a 7 napon keresztül stimulált mandula B-sejtek felülúszóit 

használtuk.  

A 

B 
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5.2.5.1 Az anti-CD180 antitest kezelés csak a CpG-vel együtt növeli az anti-CS IgM antitest 

termelést  

 

Kutatócsoportunk korábban kimutatta, hogy az anti-CS IgM autoantitestek jelenlétét 

egészséges egyénekben és autoimmum betegekben [49]. Kíváncsiak voltunk, hogy a TLR 

stimulusoknak milyen hatása van a B-sejtek CS elleni természetes autoantitest termelésére. 

Önmagában az anti-CD180 antitest kezelés nem befolyásolta a B-sejtek anti-CS antitest 

termelését. Önmagában a CpG szignifikánsan növelte az anti-CS antitest mennyiségét a 

felülúszóban a stimulálatlan B-sejtekhez képest. Azonban az anti-CD180 antitest és CpG 

együttes adása serkentette a legnagyobb mértékben a B-sejtek anti-CS antitest termelését a 

stimulálatlan, a CpG stimulált és az anti-CD180 antitest stimulált sejtekhez képest is.  

 

5.2.5.2 CD180 ligáció fokozza az anti-topo I IgM antitest termelését 

 

Korábban kutatócsoportunk kimutatta, hogy topo I (Scl-70) különböző epitópjai ellen 

az SSc-ben szenvedő betegekben jelenlevő patológiás autoantitestek mellett természetes 

autoantitestek is termelődnek, melyek egészséges egyénekben is jelen vannak [54]. Ezért 

megmértük az anti-topo I (F4) IgM autoantitestek mennyiségét a TLR stimulált felülúszókban. 

Az anti-CD180 antitest kezelés szignifikánsan emelte az anti-topo I (F4) IgM antitest 

mennyiségét. Ehhez hasonlóan a CpG kezelés is szignifikáns emelkedést váltott ki. Az anti-CS 

antitesthez hasonlóan, az anti-CD180 antitest és CpG együttes adása serkentette a leginkább a 

B-sejtek anti-topo I (F4) IgM autoantitest termelését (17.A és 17.B ábra).  
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17. ábra: A TLR stimuláció hatása a mandula B-sejtek természetes autoantitest termelésére. 

(A) Az anti-CS IgM és (B) az anti-topo I IgM antitest koncentrációja stimulálatlan, anti-CD180 

antitest, CpG és CpG+anti-CD180 antitest stimulált B-sejtek felülúszójában. Az adatok átlag ± 

SEM formában vannak feltüntetve, n=3, * p<0,05. 

  

A 
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6 Összefoglalás és következtetések 

 

6.1 A CD180 molekulán keresztüli stimuláció dcSSc-ben szenvedő betegek perifériás 

vér B-sejtjeire kifejtett hatásának vizsgálata 

 

SSc-ben a veleszületett immunrendszer molekuláinak hozzájárulása a B-sejtek kóros 

működéséhez kevésbé tanulmányozott. A TLR homológ, CD180 molekula képes aktiválni a B-

sejtek többségét és ezáltal fenotípusos és funkcionális változásokat előidézni [68,73,104]. A 

CD180-negatív B-sejtek emelkedett szintjét mutatták ki SLE-ben szenvedő betegekben és SLE-

s egérmodellben [105,106]. Elsőként sikerült meghatároznunk, hogy dcSSc-ben szenvedő 

betegek perifériás vér B-sejtjein a CD180 molekula csökkent expressziója figyelhető meg 

fehérje és mRNS szinten is, mely felveti a CD180 molekula lehetséges szerepét a B-sejtek 

diszfunkciójában SSc-ben.  

A PI3K/Akt/mTOR szignalizáció hozzájárul a fibrózis kialakulásához SSc-ben és az 

útvonal gátlása megakadályozza a fibrózis kialakulását bleomycin indukált SSc egérmodellben 

[75,77,107]. Emellett a PI3K/Akt/mTOR útvonal fontos szereppel bír a B-sejtek aktivációjában 

és differenciációjában [76] és ismert, hogy a B-sejtek kulcsfontosságú szerepet játszanak az 

SSc patogenezisében [21]. Ráadásul, a TLR-ek szintén ezen a jelátviteli úton keresztül hatnak 

[108] és CD180-on keresztüli stimuláció hatására az Akt emelkedését írták le B-CLL-ben 

szenvedő betegek B-sejtjeiben [109]. Kimutattuk, hogy a CD180-on keresztüli stimuláció 

növelte az Akt és az S6 foszforilációját dcSSc-s és HC B-sejtekben is, azonban dcSSc-ben az 

Akt alacsonyabb szintű aktivációját figyeltük meg, mint HC-ban, ami a CD180 jelátvitel 

károsodására utal a PI3K/Akt útvonal tekintetében a dcSSc-s betegek B-sejtjeiben. 

Forestier és mtsai. [110] az mTOR csökkent foszforilációját figyelték meg SSc-ben 

szenvedő betegek B-sejtjeiben. Ezzel szemben a vizsgálataink során nem találtunk különbséget 

az S6 foszforilációjában a dcSSc-s és HC B-sejtek között, ami felveti, hogy az SSc-s betegek 

B-sejtjeiben az mTOR útvonal változásai az S6-on kívül más célmolekulákat is 

befolyásolhatnak. Az NF-κB egy fontos központi útvonal, mely kölcsönhatásban áll számos 

más upstream és downstream jelátviteli útvonallal, köztük a PI3K/Akt/mTOR útvonallal is. 

Továbbá ismert, hogy a TLR-eken keresztüli stimuláció az NF-κB aktiválódását válthatja ki 

[87]. Vizsgálataink során az anti-CD180 antitest kezelés dcSSc-ben és HC-ban is növelte az 
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NF-κB foszforilációját a B-sejtekben, azonban dcSSc-ben kisebb mértékben, sugallva a CD180 

jelátvitel károsodását az NF-κB útvonal tekintetében a dcSSc-s betegek B-sejtjeiben. 

A PI3K/Akt/mTOR útvonal szintén fontos szerepet játszik a BAFF által szabályozott B-

sejt aktivációban és differenciációban [85,86]. A BAFF nélkülözhetetlen a B-sejtek túléléséhez, 

éréséhez és homeosztázisához. A megnövekedett BAFF a B-sejt tolerancia megbontásával 

hozzájárulhat a szisztémás autoimmun betegségek kialakulásához [90,91]. SSc-ben szenvedő 

betegekben a BAFF emelkedett szintjét figyelték meg, ami összefüggést mutatott a betegség 

súlyosságával és aktivitásával [88]. Bár a BAFF elleni autoantitestek jelenlétét kimutatták 

egészséges egyénekben szérumában is, emelkedett szintje figyelhető meg SLE-s betegekben 

[94,111]. Megvizsgálva az anti-BAFF autoantitestek szintjét SSc-ben szenvedő betegekben, az 

SLE-s betegekben megfigyelthez hasonló eredményt kaptunk, dcSSc-ben szenvedő betegekben 

nagyobb mennyiségben voltak jelen az anti-BAFF autoantitestek, mint az egészséges 

kontrollokban. Ez alapján feltételezzük, hogy a BAFF elleni autoantitestek megnövekedett 

szintje az SSc-ben szenvedő betegekben megfigyelt emelkedett BAFF szintre reagáló szabályzó 

mechanizmus része lehet.  

A BAFF a B-sejteken többféle receptorhoz képes kötődni és ezáltal eltérő hatásokat tud 

kifejteni [91]. A BAFF-R a normál B-sejt fejlődésben és túlélésben játszik szerepet [95], míg a 

TACI az Ig izotípusváltást és a plazmasejtek differenciációját serkenti [96]. Vizsgálataink során 

kimutattuk a BAFF-R csökkent expresszióját fehérje és mRNS szinten, illetve a TACI 

emelkedett expresszióját fehérje szinten dcSSc-ben szenvedő betegek B-sejtjein az egészséges 

egyénekhez viszonyítva. Az SSc-s betegek B-sejtjeinek csökkent BAFF-R és emelkedett TACI 

expressziója hozzájárulhat az autoreaktív B-sejtek antitesttermelő plazmasejtekké történő 

differenciálódásában [96,98] és tudjuk, hogy az autoantitestek kulcsfontosságú szereppel bírnak 

az SSc patogenezisében [112].  

A dcSSc-s betegek és egészséges kontrollok B-sejtjein megfigyelt BAFF-R és TACI 

expresszió különbségek a naiv B-sejtek eltérő expressziójából adódhatnak, mivel a CD27 és 

IgD jelölés alapján azonosított B-sejt alcsoportok BAFF-R és TACI expressziójának vizsgálata 

során a naiv B-sejtek csökkent BAFF-R és emelkedett TACI expresszióját figyeltük meg 

dcSSc-ben. Az eredmény jelentőségét hangsúlyozza, hogy SSc-s betegekben a naiv B-sejtek 

megnövekedett aránya figyelhető meg [28,44] és ezek az eredmények további bizonyítékot 

szolgáltatnak arra, hogy a B-sejt-alcsoportok eloszlásában mutatkozó különbségek - különösen 

a naiv B-sejtek számának növekedése - fontos szerepet játszhatnak az SSc kialakulásában.  
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A TLR jelátvitel képes befolyásolni a BAFF receptorok expresszióját [113], ezért 

megvizsgáltuk, hogy a CD180-on keresztüli aktiváció hogyan befolyásolja a B-sejtek, illetve a 

CD27 és IgD jelölés alapján azonosított B-sejt alcsoportok BAFF-R és TACI expresszióját 

dcSSc-ben és HC-ban. Kimutattuk, hogy a CD180 ligáció a HC B-sejtek BAFF-R 

expressziójának csökkenését és a TACI expressziójának növekedését eredményezte, elérve a 

dcSSc-ben megfigyelt szinteket. Ez a változás is a naiv B-sejtekben lévő különbségekből 

adódhat, mivel a CD180 antitesten keresztüli stimuláció az egészséges kontrollok naiv B-

sejtjeiben növelte a BAFF-R és csökkentette a TACI expresszióját, ezáltal elérve a dcSSc-s 

betegek naiv B-sejtjeiben megfigyelt szinteket. Eredményeink felvetik a CD180 szignalizáció 

károsodását dcSSc-s betegek B-sejtjeiben, ami hozzájárulhat a BAFF szignalizáció patológiás 

irányba történő eltolódásához, különösen a naiv B-sejtekben.  

6.2 A CD180 molekulán keresztüli stimuláció mandula B-sejtekre kifejtett hatásainak 

vizsgálata 

 

Mandula B-sejteken végzett vizsgálataink során kimutattuk, hogy a CD180 molekulán 

keresztüli stimuláció hatására lecsökkent a mandula B-sejtek CD180 expressziója. Ismert, hogy 

SLE-ben a CD180-negatív B-sejtek erősen aktivált sejtek [105] illetve, hogy a CD180 

internalizálódhat az anti-CD180 antitest bekötődését követően [73]. Mindezek alapján 

feltételezhetjük, hogy a B-sejtek CD180-on keresztüli fokozott aktivációja lehetséges 

magyarázata lehet az SSc-s betegek B-sejtjein megfigyelt csökkent CD180 expressziónak.  

Elsőként vizsgáltuk a CD180 molekula expresszióját a CD27 és IgD jelölés alapján 

azonosított B-sejt alcsoportokban és kimutattuk, hogy a CD180+ sejtek aránya az NS B-sejt 

alcsoportban volt a legmagasabb. Anti-CD180 antitest kezelés hatására az összes vizsgált B-

sejt alcsoportban szignifikánsan lecsökkent a CD180+ sejtek aránya, sugallva, hogy a CD180 

ligációja serkenti a CD180 internalizációját. Emellett kimutattuk, hogy az anti-CD180 antitest 

stimulálás csökkentette a CD180 mRNS expresszióját, tovább erősítve a CD180 B-sejtek általi 

autoregulációjának lehetőségét.  

A CD180-on keresztüli stimuláció képes aktiválni a marginális zóna (MZ) B-sejteket 

[73]. Az NS B-sejtek képviselik a humán perifériás vérben a MZ-eredetű B-sejteket [45] és 

eredményeink szerint a CD69, korai aktiváció marker expressziójának vizsgálata során az anti-

CD180 antitest stimulálást követően az NS B-sejtek aktiválódtak a legnagyobb mértékben a B-

sejt alcsoportok közül. 
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Kutatócsoportunk korábban kimutatta, hogy az NS B-sejtek csökkent aránya figyelhető 

meg SSc-ben [44]. A B1 B-sejtekhez hasonlóan az NS B-sejtek is képesek lehetnek természetes 

autoantitesteket termelni [45]. A természetes IgM autoantitestek polireaktívak, fontos szerepet 

játszanak a károsodott molekulák és sejtek eltakarításában illetve a gyulladásos és autoimmun 

folyamatok szabályzásában [114]. Megvizsgáltuk a TLR-eken keresztüli stimuláció hatását a 

mandula B-sejtek természetes autoantitest termelésére és azt tapasztaltuk, hogy az anti-CD180 

antitest és TLR9 ligand, CpG együttes adása jelentősen emelte az anti-CS és anti-topo I IgM 

autoantitestek termelését, sugallva az anti-CD180 antitest és TLR9 ligand egymást erősítő 

hatását a természetes autoantitest termelésben. Az anti-CD180 antitest kezelés önmagában 

növelte a termelt anti-topo I IgM antitest mennyiségét, azonban az anti-CS IgM antitest 

termelését nem befolyásolta. A CS molekula nem célpontja betegség specifikus patológiás 

antitesteknek, míg a természetes anti-topo I autoantitestek a topo I ellen irányulnak, ami az SSc 

specifikus patológiás autoantitestek (anti-Scl-70) célantigénje is [54]. A B-sejtek CD180-on 

keresztüli aktivációja a patológiás antitestek célantigénje ellen irányuló természetes IgM 

antitestek szintjének szabályzásában játszhat szerepet.  

Az IL-6 emelkedett szérumszintje figyelhető meg SSc-ben [35] és SLE-ben szenvedő 

betegekben [115], ráadásul a B-sejtek IL-6 termelése elősegíti az autoimmun csíraközpontok 

fejlődését és ezáltal a betegség kialakulását SLE-s egérmodellben [37]. Emellett az IL-6 

szerepet játszik a plazmasejtek differenciálódásában és túlélésében [38,116]. Vizsgálataink 

során az anti-CD180 antitest kezelés serkentette a mandula B-sejtek IL-6 termelését, sőt CpG 

hozzáadása tovább növelte. Ez alapján feltételezzük, hogy a B-sejtek aktivációja önmagában a 

CD180-on keresztül vagy a TLR9 liganddal együtt hozzájárulhat a plazmasejtek 

differenciálódásához és antitest termeléséhez.  

Ismert, hogy a regulatórikus B-sejtek száma csökkent és funkciója károsodott az SSc-s 

betegekben [42], ezért megvizsgáltuk az anti-CD180 antitest kezelés hatását a mandula B-sejtek 

IL-10 termelésére is. Az IL-10 termelést csak az anti-CD180 antitest és CpG együttes adása 

fokozta, sugallva a két TLR egymást erősítő hatását.  

Eredményeink alapján feltételezhető, hogy a CD180 által közvetített B-sejt funkciók 

szerepet játszhatnak az SSc kialakulásában, ugyanakkor eredményeink arra is utalnak, hogy az 

anti-CD180 antitest terápia, ami már felmerült az SLE-s betegek kezelése kapcsán [117], SSc-

ben kedvezőtlen hatást fejtene ki a B-sejt funkciókra.  
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7 Új eredmények összefoglalása 

 

7.1 A CD180 molekulán keresztüli stimuláció dcSSc-ben szenvedő betegek perifériás 

vér B-sejtjeire kifejtett hatásának vizsgálata során:  

 

1. A CD180 molekula fehérje és mRNS szintű csökkent expresszióját találtuk a korai 

dcSSc-ben szenvedő betegek perifériás vér B-sejtjeiben egészséges egyénekhez 

viszonyítva. 

 

2. A CD180 molekulán keresztüli stimuláció hatására az Akt és az NF-κB kisebb, míg az 

S6 foszforiláció esetében hasonló mértékű növekedését figyeltük dcSSc-s betegek B-

sejtjeiben, mint az egészséges kontrollokban. 

 

3. A BAFF elleni autoantitestek emelkedett szérumszintjét mutattuk ki dcSSc-s 

betegekben az egészséges egyénekhez viszonyítva. 

 

4. A dcSSc-s betegek B-sejtjein csökkent BAFF-R és emelkedett TACI expressziót 

figyeltünk meg az egészséges egyénekhez viszonyítva, melynek hátterében a naiv B-

sejtekben megfigyelt különbségek álltak.  

 

5. A CD180 ligáció hatására az egészséges kontrollok B-sejtjeiben illetve a B-sejt 

alcsoportok vizsgálata során a naiv B-sejtekben a dcSSc-s betegekben megfigyelt 

szintre csökkent a BAFF-R expressziója és nőtt a TACI expressziója. 

 

7.2 A CD180 molekulán keresztüli stimuláció B-sejt funkciókra kifejtett hatásának 

mandula B-sejteken történő vizsgálata során:  

 

6. A mandula B-sejtek és B-sejt alcsoportok CD180 fehérje és mRNS expressziója 

lecsökken anti-CD180 antitest kezelést követően. 

 

7. Az anti-CD180 antitest kezelés mind a 4 vizsgált mandula B-sejt alcsoportot aktiválta. 
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8. A CD180 fehérje expressziója a mandula NS B-sejtekben volt a legmagasabb és ők 

aktiválódtak a legnagyobb mértékben anti-CD180 antitest kezelést követően. 

 

9. A CD180-on keresztüli stimuláció serkentette a mandula B-sejtek IL-6 termelését, de 

az IL-10 termelésüket nem befolyásolta. 

 

10. Az anti-CD180 antitest önmagában a mandula B-sejtekben csak az anti-topo I IgM 

antitest termelését fokozta, az anti-CS IgM természetes antitest termelését nem. 

 

11. Az anti-CD180 antitest és a TLR9 ligand CpG szinergista hatását figyeltük meg a 

mandula B-sejtek citokin és természetes autoantitest termelése során. 
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Abstract: Altered expression and function of the Toll-like receptor (TLR) homologue CD180 molecule
in B cells have been associated with autoimmune disorders. In this study, we report decreased
expression of CD180 at protein and mRNA levels in peripheral blood B cells of diffuse cutaneous
systemic sclerosis (dcSSc) patients. To analyze the effect of CD180 stimulation, together with
CpG (TLR9 ligand) treatment, on the phenotype defined by CD19/CD27/IgD/CD24/CD38 staining,
and function (CD69 and CD180 expression, cytokine and antibody secretion) of B cell subpopulations,
we used tonsillar B cells. After stimulation, we found reduced expression of CD180 protein and
mRNA in total B cells, and CD180 protein in B cell subpopulations. The frequency of CD180+ cells
was the highest in the CD19+CD27+IgD+ non-switched (NS) B cell subset, and they showed the
strongest activation after anti-CD180 stimulation. Furthermore, B cell activation via CD180 induced
IL-6 and natural autoantibody secretion. Treatment with the combination of anti-CD180 antibody
and CpG resulted in increased IL-6 and IL-10 secretion and natural autoantibody production of B
cells. Our results support the role of CD180 in the induction of natural autoantibody production,
possibly by NS B cells, and suggest an imbalance between the pathologic and natural autoantibody
production in SSc patients.

Keywords: B cells; non-switched B cells; systemic sclerosis; dcSSc; TLR; CD180; RP105; CpG; IL-6;
IL-10; natural autoantibodies; IgM; citrate synthase; DNA topoisomerase I

1. Introduction

The production of scleroderma-specific autoantibodies and secretion of pro-inflammatory and
pro-fibrotic cytokines by B cells is a well-described result that reflects immune dysregulation affecting
B cells in systemic sclerosis (SSc) [1–4]. However, a large number of autoantibodies directed against
well-conserved functional structures of the cell (e.g., nucleosome, DNA, nuclear and mitochondrial
proteins, and receptors), the so-called natural autoantibodies that serve a protective function, can also be
detected in healthy subjects and are dysregulated in patients with systemic autoimmune diseases [4,5].

Autoantibody production is a widely investigated function of B cells in SSc, but less attention
has been devoted to their activation by innate immune receptors, including Toll-like receptors (TLRs),
that are involved in recognizing pathogen- and damage-associated molecular patterns. CD180, or RP105
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(radioprotective 105 kDa), is a TLR-like membrane protein that lacks an intracellular Toll-IL-1R (TIR)
signaling domain [6]. CD180 was originally defined as a B cell surface molecule mediating polyclonal
B cell activation, proliferation, and immunoglobulin production [7,8]. It was later described as
a TLR homologue also expressed by monocytes and dendritic cells (antigen presenting cells), and the
expression of CD180 correlated with TLR4 expression. CD180 and its helper molecule, MD-1, interact
directly with the TLR4 signaling complex, inhibiting its ability to bind microbial ligands; thus, it serves
as a negative regulator of TLR4 responses of antigen-presenting cells [6,9].

Differential expression and functions of CD180 on B cells have been associated with
immune-mediated pathologies, including infection, chronic inflammation, and autoimmune
disorders [6]. The severity of the disease in systemic lupus erythematosus (SLE) patients correlated with
the amount of CD180-negative B cells in the peripheral blood [10,11]. CD180-negative peripheral blood
B cells were also increased in patients with Sjögren’s syndrome; furthermore, these cells extensively
infiltrated the salivary glands [12].

As the natural ligand of CD180 remains unknown, effects of crosslinking CD180 with monoclonal
anti-CD180 antibody has been investigated. Anti-CD180 antibody activates over 85% of human
and mouse B cells in vitro and induces robust immunoglobulin production [8]. The stimulation
with anti-CD180 antibody synergizes with TLR9 ligands [8,13]. When CpG and anti-CD180 were
used simultaneously, the proliferation of peripheral blood B cells was enhanced, and IgG and IgM
production increased [13]. Simultaneous treatment with anti-CD180 antibody and LPS or CpG resulted
in increased cytokine production of murine B cells [14].

In this study, we investigated the expression of CD180 at protein and mRNA levels in peripheral
blood B cells of early diffuse cutaneous SSc (dcSSc) patients, and compared to healthy control (HC)
B cells. We found that CD180 expression of dcSSc B cells was significantly lower than in HC B cells.
To further investigate the role of CD180 in B cell activation, we used tonsillar B lymphocytes as a model.
To investigate the CD180-mediated activation of B cell subsets, we used anti-CD180 antibody to ligate
the receptor, and combined with treatment with CpG, a TLR9 ligand. Expression of CD180 in B cell
subsets, and molecules of B cell activation, cytokine, and autoantibody production were analyzed.
The frequency of CD180+ cells was the highest in non-switched memory (NS) B cells, which showed the
strongest activation (CD69+) upon anti-CD180 stimulation. This activation was not influenced by the
addition of CpG. Stimulation with anti-CD180 antibody alone, and in combination with CpG resulted
in downregulation of CD180 protein and mRNA expression in total B cells, and decreased CD180
protein expression in B cell subsets. Activation via CD180 induced the elevation of IL-6 production and
the anti-DNA topoisomerase I (anti-topo I) IgM natural autoantibody secretion, which were enhanced
by the addition of CpG. Furthermore, treatment with the combination of anti-CD180 antibody and CpG
resulted in increased IL-10 secretion and anti-citrate synthase IgM natural autoantibody production of
B cells. Our results support the role of CD180 in the induction of natural autoantibody production,
possibly by NS B cells, which are diminished in SSc patients, resulting in an imbalance between the
pathologic and natural autoantibody production.

2. Results

2.1. CD180 Expression Is Decreased in dcSSc B Cells

Since it was described in other autoimmune diseases that differential expression of CD180 (RP105)
might have a pathological role in B cell activation and autoantibody production [10–12,15], first we
determined the CD180 expression of monocytes, T cells, and B cells. We compared the level (mean
fluorescence intensity, MFI) of CD180 in PBMC samples of early, untreated dcSSc patients and HCs
with flow cytometry. We found that the MFI of CD180 labeling was the highest in B cells, followed
by monocytes, and T cells showed the lowest expression. The expression of CD180 in monocytes
and T cells was similar in patients and HCs, while its level was significantly lower in B cells of dcSSc
patients than in HC B cells (Figure 1A,B). Next, we examined the mRNA expression of the CD180
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gene in purified B cells of early, untreated dcSSc patients and compared to HCs. We found highly
downregulated expression of CD180 mRNA in dcSSc patients (Figure 1C).Int. J. Mol. Sci. 2019, 20, x FOR PEER REVIEW 3 of 13 
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Figure 1. Analysis of CD180 expression in diffuse cutaneous systemic sclerosis (dcSSc) B cells.
(A) Representative flow cytometry plots of peripheral blood leukocytes (a), B and T cells (b), and CD19+ B
cells stained with CD27 and IgD defining the following four subsets: CD27+IgD+ non-switched memory
(NS) B cells, CD27+IgD− switched memory (S) B cells, CD27−IgD+ naive B cells, and CD27−IgD−

double negative (DN) B cells (c). (B) Flow cytometric analysis of CD180 expression in peripheral
blood B cells, T cells, and monocytes of early untreated dcSSc patients compared to healthy controls
(HCs). (C) CD180 mRNA expression in B cells of early untreated dcSSc patients compared to HCs.
Gene expression was normalized to HCs and the horizontal line (value 1) represents the expression of
control samples. Changes in gene expression are shown as relative quantification (RQ) values. Data are
shown as mean ± standard error of the mean (SEM), n = 4 HC and n = 4 dcSSc, * p < 0.05.

2.2. TLR Ligation Results in Reduced CD180 mRNA and Protein Expression of B Cells

The CD180-negative B cells were described as highly activated cells in SLE [11], and stimulation
via CD180 is known to activate B cells [6]. Furthermore, TLR ligands were reported to downregulate the
mRNA expression of CD180 molecule [16], thus we hypothesized that the decreased CD180 expression
of dcSSc B cells could be a result of activation through TLRs. To investigate whether TLR stimulation
leads to diminished expression of CD180 molecules in B cells, we stimulated tonsillar B cells with
anti-CD180 antibody. We measured the expression of CD180 at protein and mRNA levels, and found
that following anti-CD180 ligation, the MFI and mRNA levels of CD180 significantly decreased
(Figure 2A,B). To study the influence of other TLR ligands on the activation via CD180, we co-treated
the B cells with CpG, and found that the expression of CD180 was similar to anti-CD180-stimulated
cells both at protein (Figure 2A) and mRNA (Figure 2B) levels. Treatment with CpG alone did not
result in changes of CD180 MFI (Figure 2A) or CD180 mRNA (Figure 2B) levels in B cells.
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Figure 2. Effect of Toll-like receptor (TLR) stimulation on CD180 protein and mRNA expression.
(A) CD180 expression of unstimulated (control), CpG, anti-CD180 antibody-stimulated, and anti-CD180
+ CpG-treated (24 h) tonsillar B cells (mean fluorescence intensity, MFI). (B) CD180 mRNA expression
in tonsillar B cells following CpG, anti-CD180, and anti-CD180 + CpG stimulation (24 h). Changes in
gene expression are shown as RQ values, normalized to unstimulated controls. The horizontal line
(value 1) represents the CD180 mRNA of unstimulated control samples. Data are shown as mean ±
SEM, n = 4, * p < 0.05.

2.3. The Frequency of CD180+ Cells Is the Highest in the Non-Switched Memory B Cell Subset

To assess phenotypical and functional alterations of B cells upon anti-CD180 stimulation, first we
investigated the expression of CD180 in B cell subsets, defined by CD27 and IgD labeling (Figure 1A).
Using tonsillar B cells, we analyzed the following subpopulations: CD27+IgD+ non-switched memory
(NS) B cells, CD27+IgD− switched memory (S) B cells, CD27−IgD+ naive B cells (N), and CD27−IgD−

double negative (DN) B cells. We found that the percentage of CD180+ cells was significantly higher
in NS B cells compared to all other subsets, namely, naive, S, and DN B cells (Figure 3A,B). Next,
we measured the changes in the percentage of CD180+ B cells in the NS, S, naive, and DN B cell
subpopulations upon anti-CD180 stimulation, and found that the frequency of CD180+ cells was
significantly decreased in all four B cell subsets (Figure 3B). Addition of CpG to the anti-CD180
antibody-treated B cells did not result in further changes in the ratio of CD180+ B cell subpopulations
(Figure 3B). Treatment with CpG alone did not reduce the percentage of CD180+ cells in the investigated
B cell subsets (Figure 3B). The overall pattern of the changes in CD180 MFI in the investigated B cell
subsets was similar to that found in the frequency of CD180+ cells, but the CD180 MFI in unstimulated
B cells was the highest in naive B cells (Figure 3C). We also investigated the expression of CD180 in
regulatory B cells (Bregs). There is still no consensus on the phenotype of Bregs, multiple subsets
with many similarities in phenotype and effector functions have been described [17]. In humans,
both CD19+CD24highCD38high [18] and CD19+CD24highCD27+ [19] Bregs have been defined. Based on
these findings, we analyzed the CD180 expression of Breg subsets with these phenotypes using
flow cytometry. We found that the percentage of CD180+ cells and the MFI of CD180 labeling was
significantly decreased after anti-CD180 antibody treatment, and also after combined treatment with
anti-CD180 antibody and CpG (Figure 3D,E).
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Figure 3. Effect of TLR stimulation on CD180 expression in B cell subpopulations. Flow cytometric
analysis of the distribution of CD180+ B cells and CD180 MFI in CD27+IgD+ non-switched memory
(NS), CD27+IgD− switched memory (S), CD27−IgD+ naive, and CD27−IgD− double negative (DN) B
cell subsets (A–C), and in CD24highCD38high and CD24highCD27+ Breg subsets (D,E). Representative
dot plots show the changes of CD180 positivity in control and treated NS B cells (A). Changes of
CD180+ cell ratios (B) and CD180 MFI (C) in different B cell subsets defined by CD27 and IgD staining
after CpG, anti-CD180 antibody stimulation or anti-CD180 + CpG treatment. Changes of CD180+ cell
ratios (D) and CD180 MFI (E) in Breg subsets defined by CD24, CD27, and CD38 staining after CpG,
anti-CD180 antibody stimulation or anti-CD180 + CpG treatment. Data are presented as means ± SEM,
n = 4, * p < 0.05.

2.4. Anti-CD180 Stimulation Resulted in Activation of B Cell Subsets

We also examined the activation of the B cell subsets defined by CD27 and IgD labeling after 24 h
of anti-CD180, CpG, and anti-CD180 + CpG stimulation by detecting CD69, an early activation marker.
Upon anti-CD180 stimulation, the frequency of CD69+ cells was increased in all investigated subsets
compared to CpG stimulation, showing the highest ratio in NS B cells (Figure 4A,B). This result is
consistent with our observation that NS B cells show the highest ratio of CD180+ cells. CpG, when used
together with anti-CD180 antibody stimulation, did not alter the percentage of CD69+ cells in NS,
S, or DN B cells compared to anti-CD180 stimulation alone. However, a significant decrease in the
frequency of CD69+ naive B cells was observed, compared to anti-CD180 ligation alone (Figure 4B).
The overall pattern of the changes in CD69 MFI was similar to that found in the frequency of CD69+

cells, and after anti-CD180 antibody stimulation, the CD69 MFI was the highest in NS B cells. Yet,
CD69 MFI was not significantly different between CpG- and anti-CD180 + CpG-stimulated DN B cells,
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while combined anti-CD180 and CpG treatment compared to anti-CD180 antibody stimulation alone
significantly reduced the MFI of CD69 in DN B cells (Figure 4C).
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Figure 4. Expression of CD69 activation marker on B cell subpopulations. Representative dot plots
show the changes of CD69 positivity in control and treated NS B cells (A). The percentage of CD69+ (B)
B cells and CD69 MFI (C) in CD27+IgD+ non-switched memory (NS), CD27+IgD− switched memory
(S), CD27−IgD+ naive, and CD27−IgD− double negative (DN) B cell subsets defined by CD27 and
IgD in anti-CD180 antibody, CpG-stimulated, and in anti-CD180 and CpG co-treated tonsillar B cells.
Data are presented as means ± SEM, n = 4, * p < 0.05.

2.5. TLR Stimulation Differentially Affects IL-6 and IL-10 Production of B Cells

Recently, it was described that prominent IL-6 production by activated B cells promotes
spontaneous germinal center formation and plasma cell differentiation, further supporting the role of
this cytokine in the pathogenesis of systemic autoimmune diseases [20]. To test whether anti-CD180
stimulation influences B cell–derived IL-6 production, or induces the production of Breg cytokine
IL-10, we measured the concentration of these cytokines in the supernatant of separated B cells after
24 h of stimulation. Anti-CD180 stimulation alone significantly increased the concentration of IL-6
in the supernatant of tonsillar B cells compared to both unstimulated and CpG-stimulated cells,
while it had no significant effect on the production of IL-10. CpG on its own significantly elevated
the concentration of IL-6 in the supernatant, but did not increase the production of IL-10. However,
supplementing anti-CD180 antibody with CpG significantly augmented the production of both IL-6
and IL-10 compared to unstimulated, CpG-, and anti-CD180-stimulated B cells (Figure 5A,B).
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Figure 5. TLR induced cytokine production of total B cells. Detection of IL-6 (A) and IL-10 cytokines
(B) in the supernatant of tonsillar B cells stimulated with CpG, anti-CD180 antibody, or anti-CD180 +

CpG, or left unstimulated (control), as measured by ELISA. Data are presented as means ± SEM, n = 4,
* p < 0.05.

2.6. CD180 Stimulation Induces Natural Autoantibody Production

Since CD180 stimulation resulted in the most pronounced activation of NS memory B cells,
resembling the B1 B cell population, which includes cells responsible for natural IgM autoantibody
production [21], we investigated the effect of CD180 ligation on the production of natural autoantibodies
by tonsillar B cells. In our previous studies, we detected anti-citrate synthase (CS) IgM antibodies in
HCs and patients with autoimmune diseases [22,23]. Here we measured the anti-CS IgM autoantibody
in the supernatant of anti-CD180-stimulated and control tonsillar B cells after 7 days of culture, but did
not find any differences between the control and anti-CD180-stimulated samples. Treatment with
CpG alone resulted in a significant increase in the level of anti-CS IgM in the supernatant. Combined
treatment with anti-CD180 antibody and CpG significantly increased the production of anti-CS IgM
autoantibody compared to unstimulated, CpG-, and anti-CD180-stimulated B cells (Figure 6A).

Previously, we reported that different epitopes of topoisomerase I (Scl-70) induce not only
pathologic autoantibodies in dcSSc patients, but the antigen has epitopes (including F4) that induce
natural autoantibody production in healthy individuals as well [24]. Therefore, we also measured the
level of anti-topoisomerase I F4 fragment (anti-topo I) antibody in the supernatant of CD180-stimulated
B cells. Anti-CD180 itself significantly raised the level of anti-topo I IgM antibodies in the supernatant
of tonsillar B cells similarly to CpG, and the level was further elevated with addition of CpG
(Figure 6B). Further, we measured the production of pathologic autoantibodies in the supernatant
of anti-CD180- and anti-CD180 + CpG-stimulated tonsillar B cells. Antinuclear antibodies (ANA),
anti-dsDNA, and anti-nucleosome antibodies were not detectable in the supernatant of B cells under
the investigated conditions.
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antibody, or anti-CD180 + CpG, or left unstimulated (control). Data are presented as means ± SEM,
n = 3, * p < 0.05.

3. Discussion

In SSc, data on the role of innate immune molecules in the dysregulated B cell functions are
scarce. The TLR homologue CD180 molecule activates the majority of B cells, resulting in phenotypic
and functional alterations [8,14,25]. CD180-negative B cells, macrophages, and dendritic cells were
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shown to be elevated in SLE and in lupus-prone mice [15,26]. Here, we demonstrated that the
expression of CD180 is decreased in early dcSSc peripheral blood B cells compared to HCs, while the
percentage of CD180-negative monocytes was unaltered, emphasizing the potential role of CD180 in B
cell dysfunction in SSc. CD180-negative B cells in SLE were described as highly activated cells [15],
and CD180 can be internalized after ligation by anti-CD180 antibody [14]; thus, B cell activation via
CD180 might be a possible explanation for the decreased expression of CD180 in SSc B cells.

We were the first to investigate the distribution of CD180 molecules in tonsillar B cell
subpopulations defined by CD27 and IgD labeling, and found that the frequency of CD180+ cells
was the highest among NS cells. The percentage of CD180+ cells was significantly decreased in all
subsets upon anti-CD180 stimulation, suggesting that ligation of CD180 triggered its internalization.
Interestingly, we also found that anti-CD180 stimulation downregulated the mRNA expression of
CD180, strengthening the possibility of autoregulation of CD180 expression by B cells. Signaling via
TLRs can interfere with CD180 signals, since ligands of TLR7 and TLR9 have already been shown to
downregulate CD180 expression in human peripheral blood B cells [16]. Nevertheless, according to
our results, co-treatment with anti-CD180 and CpG reduced the expression of CD180 to a similar level
as anti-CD180 did on its own, while CpG treatment alone had no significant effect on the expression
of CD180. All investigated B cell subsets were activated by anti-CD180 and anti-CD180 and CpG
co-treatment, as indicated by CD69 expression.

Anti-CD180 antibody is known to activate marginal zone (MZ) B cells and induces overexpression
of CD69 in mice [14]. NS B cells in human peripheral blood represent MZ-derived B cells [21],
and according to our results, ratio of CD69+ cells was the highest among NS B cells upon anti-CD180
stimulation. Moreover, the combination of anti-CD180 stimulation with CpG showed no additional
effect on the activation of NS B cells.

We have already described that the percentage of NS B cells is lower in SSc than in HC [27].
NS B cells resemble B1 B cells with innate-like features [21], suggesting that they produce natural
autoantibodies. Natural IgM autoantibodies are polyreactive and serve as scavengers of damaged
molecules and cells, and therefore have been implicated in the control of inflammation and autoimmune
diseases [28]. The therapeutic effects of intravenous immunoglobulins (IVIg) could partly be due
to the appropriate pool of natural autoantibodies [29], and IVIg seems to be beneficial in SSc [30];
therefore, we also examined the effect of anti-CD180 and anti-CD180 and CpG co-treatment on the
production of natural and pathologic autoantibodies of tonsillar B cells. Pathologic autoantibodies
were undetectable in the supernatant of cells, while anti-CD180 and CpG co-treatment significantly
enhanced the production of both anti-CS and anti-topoisomerase I IgM antibodies, suggesting the
synergistic beneficial effect of anti-CD180 antibody and TLR9 ligand on natural antibody production
of B cells. Interestingly, anti-CD180 stimulation increased the level of anti-topoisomerase I IgM,
while it had no influence on anti-CS IgM production. However, CpG stimulation increased the level of
anti-topoisomerase I IgM and anti-CS IgM as well. CS molecule is not the target of a disease-specific
pathologic antibody, while natural anti-topoisomerase I autoantibodies recognize distinct epitopes of
topoisomerase I, which is the target antigen of an SSc-specific pathologic autoantibody (anti-Scl-70) [24].
The onset of autoimmune diseases may correlate with a switch from production of self-reactive
low-affinity IgM to high-affinity IgG isotype autoantibodies by B cells. B cell activation via CD180 may
have a role in regulating the level of natural IgM antibodies directed against the target antigens of
pathologic antibodies.

The serum concentration of IL-6 is elevated both in SSc [31] and SLE patients [32]; furthermore,
IL-6 production by B cells drives autoimmune germinal center formation in a mouse model of SLE,
promoting the disease [20]. We found that ani-CD180 stimulation enhanced the IL-6 production by
tonsillar B cells, which was further augmented by the addition of CpG. IL-6 was shown to have
a pronounced effect on plasma cell survival [33], and if combined with IL-2 or IL-10, IL-6 enhanced
the generation of early plasma cells [34]. Moreover, in SLE patients, endogenous IL-6 produced by B
cells bound to IL-6R of B cells and drove them into terminal differentiation [35]. Consequently, B cell
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activation via CD180 alone or together with the TLR9 ligand may help plasma cell differentiation and
antibody production. Bregs are decreased and functionally impaired in SSc patients [36], thus we
also investigated the effect of anti-CD180 treatment on the IL-10 production of B cells. We found
that CpG alone did not induce the production of IL-10, which is in agreement with the findings of
Gantner et al. [37]. The concentration of IL-10 was increased only when anti-CD180 antibody was
combined with CpG, suggesting their synergisitc effect on Bregs. However, CD180 expression was
significantly decreased in CD19+CD24highCD38high and CD19+CD24highCD27+ Breg subsets after
anti-CD180 antibody treatment, and also after combined treatment with anti-CD180 antibody and
CpG, suggesting that anti-CD180 antibody stimulation alone may influence Breg functions other than
the production of IL-10.

Our findings suggest that the TLR homologue CD180 molecule may be involved in B cell
dysfunction in early dcSSc. We also described the effects of anti-CD180 activation on natural
autoantibody and cytokine production of tonsillar B cells and conclude that our data raise the
possibility that anti-CD180 stimulation might shift the type of antibodies produced by B cells towards
the natural autoantibodies.

4. Materials and Methods

4.1. Patients

Diffuse cutaneous systemic sclerosis patients (dcSSc) enrolled for the gene expression and flow
cytometric studies all fulfilled the 2013 ACR/EULAR SSc classification criteria. Disease duration was
1.75 ± 0.96 years, age at enrollment was 39 ± 22.73 years. None of the patients were on current or
previous immunosuppressive therapy. The controls were age- and sex-matched healthy individuals
(HC). All participants gave their informed consent to the study following approval by the Hungarian
National Ethics Committee (ETT TUKEB 47861-6/2018/EKU) and Regional Clinical Research Ethics
Committee (7724-PTE 2019).

4.2. Mononuclear Cell Isolation, B Cell Separation

Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were isolated by Ficoll-Paque Plus (GE Healthcare,
Chicago, IL, USA) density gradient centrifugation of peripheral blood samples (SSc n = 4, HC n = 4).
Negative selection of B cells was performed using the MACS B cell isolation kit II (Miltenyi Biotech,
Bergisch Gladbach, Germany), according to the manufacturer’s protocol. B cell purity was >95%.

Tonsil tissue was collected from asymptomatic children who underwent routine tonsillectomy at
the Department of Pediatrics, University of Pécs. After surgical removal, the tonsils were transported
immediately to the laboratory and they were prepared the same day.

Tonsils were manually homogenized, and the cell suspension was filtered through a 70 µm sterile
cell strainer, followed by isolation of mononuclear cells and separation of B cells, as described above.

4.3. Cell Stimulation

For RNA isolation, B cell subset analysis and cytokine measurements, 3 × 105 B cells were
stimulated with LEAF Purified anti-human CD180 (RP105) antibody (Clone: MHR73-11) (BioLegend,
San Diego, CA, USA) at 1 µg/mL (hereafter referred to as anti-CD180) or anti-CD180 in combination
with 1 µg/mL CpG (Hu/Ms CpG-B DNA, ODN2006, Hycult Biotech, Wayne, NJ, USA) or with CpG
alone or were left unstimulated for 24 h at 37 ◦C. To assess natural and pathologic antibody production,
4 × 105 B cells were stimulated with anti-CD180, or CpG or anti-CD180 in combination with CpG,
or left unstimulated for 7 days at 37 ◦C.

4.4. RNA Isolation, cDNA Synthesis, and qPCR

Total RNA was extracted from isolated B cells using the NucleoSpin RNA XS kit (Macherey-Nagel
Inc, Bethlehem, PA, USA). Following cDNA generation (High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit,
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Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), the CD180 mRNA expression was analyzed individually
in dcSSc patients (n = 4) and HCs (n = 4) using Applied Biosystems TaqMan Gene Expression Assays
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). To determine the CD180 mRNA expression of tonsillar
B cells (n = 4), the SensiFAST SYBR Lo-ROX Kit (Bioline, London, UK) was used. Amplifications were
performed using an Applied Biosystems 7500 RT-PCR System (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA). Gene expression was analyzed with 7500 Software v2.0.6 (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA) and normalized to GAPDH (a “housekeeping” gene) as reference. Fold changes (RQ) were
calculated according to the 2-ddCT method.

4.5. Flow Cytometric Analysis

To measure the expression of CD180 of B cells, PBMCs from dcSSc patients (n = 4) and HCs
(n = 4) were labeled with the combination of anti-human CD19-AmCyan (SJ25C1, Becton Dickinson,
Franklin Lakes, NJ, USA) and anti-human CD180-PE (G28-8, Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ,
USA) antibodies. Multiparametric flow cytometry was performed on tonsillar B cells (n = 4) with
antibodies specific for CD19, CD27, IgD, CD24, CD38, CD180, and CD69. Purity of B cells was
assessed using anti-human CD19-AmCyan antibody. To distinguish between memory B cell subsets
and to evaluate the expression of CD180 and the activation marker CD69, four-color analysis was
conducted using the combination of anti-human CD27-PE/Cy7 (M-T271, BioLegend, San Diego, CA,
USA), anti-human IgD-PerCP (IA6-2, BioLegend, San Diego, CA, USA), anti-CD180-PE (G28-8, Becton
Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA), and anti-human CD69-APC/Cy7 (FN50, BioLegend, San Diego,
CA, USA), while Breg subsets were defined by anti-human CD27-PE/Cy7, anti-human CD24-BV421
(ML5, BioLegend, San Diego, CA, USA), and anti-human CD38-APC/Cy7 (HIT2, BioLegend, San Diego,
CA, USA) antibodies following the manufacturer’s instructions. Briefly, PBMCs or separated B cells
were incubated with the appropriate antibodies for 30 min on ice, washed twice in phosphate-buffered
saline (PBS), and fixed with FACSFix (0.5% PFA in PBS). Fluorescence of the labeled cells was recorded
using a FACS Canto II flow cytometer (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) and analyzed with
FCS Express 6 software (De Novo Software, Pasadena, CA, USA).

4.6. IL-10 and IL-6 ELISA

Supernatant of anti-CD180, CpG, and CpG + anti-CD180 stimulated, and unstimulated B cells
were collected (n = 4) and stored at −80 ◦C until being measured. IL-10 and IL-6 production was
quantified using Human IL-10 and IL-6 DuoSet ELISA kits (Bio-Techne, Minneapolis, MN, USA)
according to the manufacturer’s protocols. The reaction was developed with TMB and measured at
450 nm using an iEMS MF microphotometer (Thermo Labsystem, Beverly, MA, USA).

4.7. Measurement of Natural and Pathologic Autoantibodies

The supernatant obtained from tonsillar B cells treated with anti-CD180, CpG, or CpG + anti-CD180,
or left unstimulated were collected (n = 3) and stored at −80 ◦C until being measured. The levels
of anti-citrate synthase (anti-CS) IgM autoantibodies and anti-topoisomerase I (fragment F4) IgM
autoantibodies were determined with in-house ELISAs, as previously described [23,24]. The amounts
of autoantibodies against dsDNA, nucleosome, and antinuclear antibodies (ANA) in the supernatant
of tonsillar B cells were measured using commercial ELISA kits (ORGENTEC Diagnostika GmbH,
Mainz, Germany). The reaction was developed with TMB and measured at 450 nm using an iEMS MF
microphotometer (Thermo Labsystem, Beverly, MA, USA).

4.8. Statistical Analysis

Statistical evaluation was performed with SPSS v. 25.0 statistics package (IBM, Armonk, NY, USA)
using Student’s t-tests and ANOVA where p-values < 0.05 were considered significant.
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Abbreviations

ANA Antinuclear antibodies
Breg Regulatory B cell
CpG 5’—C—phosphate—G—3’ dinucleotide
CS Citrate synthase
dcSSc Diffuse cutaneous systemic sclerosis
DN B Double negative B cell
ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay
FSC Forward scatter
GAPDH Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase
HC Healthy control
Hu Human
LEAF Low endotoxin, azide-free
MFI Mean fluorescence intensity
Ms Mouse
MZ Marginal zone
NS B Non-switched B cell
PBMC Peripheral blood mononuclear cells
PFA Paraformaldehyde
qPCR Quantitative polymerase chain reaction
RQ Relative quantification
S B Switched B cell
SLE Systemic lupus erythematosus
SSc Systemic sclerosis
SSC Side scatter
TLR Toll-like receptor
TMB 3,3′,5,5′-Tetramethylbenzidine
Topo I Topoisomerase I
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Abstract: B cell activation is an early event in the development of systemic sclerosis (SSc). The classical
activation of B cells downstream of the B-cell receptor (BCR) involves the phosphatidylinositol-3
kinase (PI3K) pathway that integrates the effects of multiple co-stimulatory receptors. Our analysis
of PI3K pathway associated molecules in peripheral blood B cells of early diffuse cutaneous SSc
(dcSSc) patients showed altered mRNA expression of Toll-like receptor (TLR) homolog CD180, TLR4,
complement component 3, IL-4 receptor and secreted phosphoprotein 1 (SPP1). Parallel to this, we
found elevated basal SPP1 secretion in dcSSc B cells, but, with BCR + IL-4 receptor co-stimulation,
we could not induce further secretion. CD180 stimulation alone resulted in NF-κB activation in
more B cells than CD180 + BCR co-stimulation both in dcSSc and healthy control (HC), but the co-
engagement increased the phosphorylation of NF-κB only in dcSSc B cells. Additionally, in contrast
with HC B cells, the lower basal production of IL-10 by dcSSc B cells could not be elevated with
CD180 stimulation. Furthermore, activation via CD180 increased the percentage of CD86+ switched
memory (CD27+IgD−) B cells in dcSSc compared to HC. Our results suggest that alternative B cell
activation and CD180 dysfunction cause imbalance of regulatory mechanisms in dcSSc B cells.

Keywords: B cells; systemic sclerosis; dcSSc; PI3K pathway; CD180; SPP1; NF-κB; IL-10; switched
memory B cells

1. Introduction

Systemic sclerosis (SSc) is a connective tissue disease with vascular damage and
consequent ischemic-reperfusion injury and multiorgan fibrosis [1]. All these phenomena
are clearly involved in the pathogenesis of the disease, but their connection remains elusive.
Importantly, these events show strong correlation with accompanying severe immune
dysregulation, including the production of scleroderma-specific autoantibodies, secretion
of pro-inflammatory and pro-fibrotic cytokines by B cells [2–4]. Transcriptome profiling
has already identified Th1, Th2 and B cell activation in early SSc skin biopsies [5]. In
contrast to early diffuse cutaneous SSc (dcSSc), established disease did not show similar
prominent immune signature, suggesting that activation of B cells is an early event in SSc
development.

The classical activation of B cells downstream of B-cell receptor (BCR) and CD19
co-receptor engagement involves phosphatidylinositol-3 kinase (PI3K) signaling pathway,
which also integrates the effects of the co-stimulatory interleukin 4 (IL-4) receptor (IL-
4R) [6,7]. Moreover, Toll-like receptor (TLR) and complement receptor signaling seem to
also be mediated by PI3K [8].
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The involvement of PI3K pathway was found in fibrogenesis in SSc [9,10]. Dermal
fibroblasts of SSc patients showed hyperactivity of PI3K signaling [9] and inhibition of this
pathway in an SSc mouse model repressed TGFβ1-induced expression of type 1 collagen
in lung and dermal fibroblasts [10]. Additionally, in a murine ischemia-reperfusion injury
model, the inhibition of PI3K pathway reduced acute tubular necrosis and the infiltration
of B cells into the injured kidneys [11]. Consequently, PI3K signaling seems to be associated
with the two fundamental phenomena of SSc [1].

In this study, we analyzed the mRNA expression of molecules associated with PI3K
signaling pathway in peripheral blood B cells of patients with early dcSSc and compared
to healthy control (HC) B cells. We found that the expression of innate signals related
TLR4 and complement component 3 (C3) were upregulated, accompanied by decreased
expression of the TLR homolog CD180. Furthermore, we demonstrated elevated mRNA
levels of secreted phosphoprotein 1 (SPP1) and IL-4R in B cells of dcSSc patients. We
explored the production of SPP1 by B cells upon BCR and IL-4R co-engagement and
found that the basal SPP1 secretion by dcSSc B cells reached the level of SPP1 produced
by co-stimulated HC B cells. We also studied the influence of the TLR homolog CD180
engagement on B cell activation and found less B cells with phosphorylated NF-κB in dcSSc
than in HC. Nevertheless, BCR and CD180 co-ligation increased the phosphorylation of
NF-κB in B cells in dcSSc, but not in HC. In addition, we measured lower basal regulatory
cytokine IL-10 production by dcSSc B cells, which could not be augmented with CD180
stimulation. We also analyzed the activation of memory B cell subsets and found that
the percentage of CD86+ switched memory (CD27+IgD−) B cells was higher in dcSSc
than in HC after anti-CD180 treatment. Our results reveal dysregulation of PI3K pathway
associated molecules in early dcSSc B cells, which may play a role in B cell dysfunction
in SSc.

2. Results
2.1. mRNA Expression of CD180, TLR4, C3, SPP1 and IL-4R Are Dysregulated in dcSSc B Cells

First, we determined the mRNA expression of 92 PI3K signaling pathway related genes
in B cells of early, untreated dcSSc patients using pooled cDNAs (n = 5) and compared
to five HCs. We found highly upregulated expression of mRNA for C3 (RQ = 9.333),
SPP1 (RQ = 5.305), TLR4 (RQ = 2.654) and IL-4R (RQ = 2.065) in B cells of dcSSc patients.
In addition to these secreted (C3 and SPP1) and membrane bound (TLR4 and IL-4R)
proteins, we found highly upregulated expression of mRNA of phospholipase-Cβ1 (PLCB1;
RQ = 4.698) and phospholipase-Cγ1 (PLCG1; RQ = 2.141), two intracellular enzymes of
the PI3K pathway (Figure 1A). Furthermore, we found that the mRNA expression of
CD180 was the mostly downregulated (RQ = 0.517) in dcSSc samples compared to HC
samples (Figure 1A).

Next, we tested whether immunosuppressive therapy influences the PI3K signal-
ing pathway related mRNA expression in B cells of early dcSSc patients. Using pooled
cDNA samples (n = 3) we found that the therapy did not cause significant changes in
the upregulated mRNA expression of TLR4 (RQ = 4.076), C3 (RQ = 5.572) and PLCB1
(RQ = 6.812). Interestingly, the SPP1, IL-4R and PLCG1 mRNA levels in dcSSc came close
to the mRNA levels of HC B cells (RQ = 1.147, RQ = 1.308 and RQ = 1.296. respectively)
(Figure 1B). Downregulation of CD180 expression of B cells remained in patients receiving
immunosuppressive therapy (RQ = 0.560 and RQ = 0.587) (Figure 1B).

The mRNA expression of C3, TLR4 and CD180 were not influenced by immunosup-
pressive therapy; therefore, we chose these molecules for further analysis. We determined
the mRNA expression of C3, TLR4 and CD180 of B cells with qPCR in further six early
dcSSc patients and five HCs individually. The results were similar to what we found with
the qPCR array of the 92 genes (Figure 1C).

We previously reported that the CD180 protein expression of B cells was significantly
lower in early dcSSc than in HC [12]. In this study, we sought to investigate the TLR4
and C3 protein expression of dcSSc and HC B cells with flow cytometry, but the statistical
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analysis of the mean fluorescence intensity (MFI) values of C3 and TLR4 labeling of B cells
was not applicable due to the high standard deviations of data. Individual variations in C3
and TLR4 expression might be a possible explanation for this (data not shown).
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highly upregulated is bright red and the highly suppressed is bright green. (C) Individual qPCR 
validation of complement component 3 (C3), Toll-like receptor 4 (TLR4) and CD180 gene expres-
sion in B cells of dcSSc patients (n = 6) compared to HCs (n = 5). Gene expression was normalized 
to HC, and the horizontal line (value 1) represents the expression of control samples. Changes in 
gene expression are shown as RQ values. Data are presented as means ± SEM. * p < 0.05. 
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Figure 1. Gene expression analysis of phosphatidylinositol-3 kinase (PI3K) pathway related molecules
in B cells. (A) Heatmap representing the mRNA expression of 92 molecules associated with PI3K
pathway in B cells of early diffuse cutaneous systemic sclerosis (dcSSc) patients untreated (n = 5)
and (B) under immunosuppressive therapy (mycophenolate mofetil, azathioprine or methotrexate,
n = 3). Gene expression was normalized to healthy controls (HCs) (n = 5) and value 1 represents
the expression of control samples. Colors represent the level of gene expression where the highly
upregulated is bright red and the highly suppressed is bright green. (C) Individual qPCR validation
of complement component 3 (C3), Toll-like receptor 4 (TLR4) and CD180 gene expression in B cells
of dcSSc patients (n = 6) compared to HCs (n = 5). Gene expression was normalized to HC, and the
horizontal line (value 1) represents the expression of control samples. Changes in gene expression
are shown as RQ values. Data are presented as means ± SEM. * p < 0.05.
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2.2. Basal SPP1 Production of dcSSc B Cells Is Similar to IL-4R and BCR Co-Stimulated HC
B Cells

The combined action of the IL-4R mediated alternate and the classical BCR signaling
pathways results in the overexpression of SPP1 [13] and the plasma SPP1 level is elevated
in SSc [14]. Moreover, the level of IL-4 is elevated in serum and skin samples of SSc
patients [15,16]. Consequently, we analyzed the effect of IL-4R and BCR co-engagement on
the production of SPP1 and found that the concentration of SPP1 was significantly higher in
the supernatant of unstimulated B cells in dcSSc than in HC. BCR and IL-4R co-stimulation
could not further increase the secretion of SPP1 by dcSSc B cells, and the level of SPP1 in
the supernatant of co-treated HC B cells only reached the basal SSP1 production of dcSSc B
cells (Figure 2).
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Figure 2. Alternate B cell receptor (BCR) signaling induced secreted phosphoprotein 1 (SPP1)
production by B cells. Measurement of SPP1 level in the supernatant of B cells of dcSSc patients
(n = 4) and HCs (n = 3), stimulated with anti-Ig + IL-4 or left unstimulated (ctrl) for 24 h, as measured
by ELISA. Data are presented as means ± SEM. * p < 0.05.

2.3. CD180 Stimulation Alone and in Combination with BCR Ligation Induces the
Phosphorylation of NF-κB in dcSSc B Cells

Ligation of CD180 in chronic lymphocytic leukemia B cells leads to the activation of
BTK/PI3K/AKT or p38 MAPK pathways [17] and both pathways have been shown to
affect the activity of NF-κB [18,19]. Hence, we investigated the effect of co-stimulation via
BCR and CD180 on NF-κB activation and found that CD180 ligation on its own signifi-
cantly increased the percentage of NF-κB p65 (pS529) positive B cells in both dcSSc and HC
compared to unstimulated controls and the phosphorylation of NF-κB in B cells was signif-
icantly lower in dcSSc than in HC. However, BCR and CD180 co-engagement significantly
enhanced the phosphorylation of NF-κB in dcSSc (Figure 3). Lipopolysaccharide (LPS) is a
well-known ligand of TLR4, but TLR4 has also been shown to be activated by endogenous
ligands. The expression of both TLR4 and its endogenous ligands are increased in skin
and lung biopsy specimens of SSc patients. These endogenous ligands of TLR4 include
damage-associated molecules such as connective tissue molecules (e.g., tenascin C) and
cellular stress proteins (e.g., HMGB1). Induction of TLR4 signaling leads to pro-fibrotic
responses, mediated by MyD88 resulting in the activation of NF-κB [20]. Hence, we tried
to trigger TLR4 signaling in HC and dcSSc B cells using LPS, HMGB1 and tenascin C, but
we could not detect any changes in the phosphorylation level of NF-κB (data not shown).
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Figure 3. Induction of phosphorylation of NF-κB by CD180 ligation and BCR and CD180 co-engagement. Representative
dot plots (A) and changes (B) of the phosphorylation of NF-κB p65 (pS529) molecule in purified B cells of dcSSc patients
(n = 5) and in HCs (n = 4) after stimulation with anti-CD180 or anti-CD180 + anti-Ig or left unstimulated (ctrl) for 30 min
detected by flow cytometry. Data are presented as means ± SEM. * p < 0.05.

2.4. Basal IL-10 Production of B Cells Is Lower in dcSSc and Cannot Be Increased with Ligation
of CD180

Since the function of regulatory B cells in SSc is impaired [21], and we previously
found that the CD180 expression of these cells is downregulated by anti-CD180 treat-
ment [12], we investigated whether stimulation of B cells via CD180 has different effect on
IL-10 production in dcSSc and HC. The concentration of IL-10 in the supernatant of both
unstimulated and anti-CD180 stimulated B cells were significantly lower in SSc than in HC.
Moreover, ligation of CD180 significantly increased the IL-10 production of B cells only in
HC (Figure 4).
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stimulated with anti-CD180 or left unstimulated (ctrl) for 24 h (dcSSc n = 5, HC n = 3), as measured
by ELISA. Data are presented as means ± SEM. * p < 0.05.
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2.5. CD180 Expression Is Decreased in Naive and Double Negative B Cells in dcSSc

As we found that the expression of CD180 was lower in total B cells in dcSSc than in
HC, we compared the level (mean fluorescence intensity, MFI) of CD180 in B cell subsets
between dcSSc and HC. We analyzed the following B cell subsets defined by CD27 and
IgD staining: CD27+IgD+ non-switched memory (NS), CD27+IgD− switched memory (S),
CD27−IgD− double negative (DN) and CD27−IgD+ naive B cells. We found that the MFI
of CD180 labeling was lower in naive and DN B cells in dcSSc than HC (Figure 5).
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Figure 5. Expression of CD180 in B cell subsets. (A) Gating strategy of CD19+ B cells stained with
CD27 and IgD to define the following four subsets: CD27+IgD+ non-switched memory (NS) B
cells, CD27+IgD− switched memory (S) B cells, CD27−IgD− double negative (DN) B cells and
CD27−IgD+ naive B cells. (B) The mean fluorescence intensity (MFI) of CD180 in NS, S, DN and
naive B cells in dcSSc (n = 4) and HC (n = 3), as measured by flow cytometry. Data are presented as
means ± SEM. * p < 0.05.

2.6. Stimulation Via CD180 Enhances the Activation of Switched Memory B Cells in dcSSc
Compared to HC

Activated memory B cells are reported in SSc by multiple research groups including
ours [22–25]. According to our previous results memory B cells are activated via CD180 [26],
thus we compared the CD86 expression of non-switched (CD27+IgD+) and switched
(CD27+IgD−) memory B cell subsets in dcSSc and HC after anti-CD180 stimulation and
found that the percentage of CD86+ switched memory B cells was significantly higher
in dcSSc than in HC. Nevertheless, the frequency of CD86+ cells was increased in both
memory B cell subsets both in dcSSc and HC (Figure 6).
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3. Discussion

The involvement of PI3K pathway in fibrosis and ischemia/reperfusion injury—two
key mechanisms in the pathogenesis of SSc—has already been shown [9–11]. PI3K pathway
also plays an important role in B cell differentiation, activation, survival and migration [6]
and the activation of B cells is an early event in the pathogenesis of SSc. We were the first
to investigate the expression of 92 PI3K signaling pathway related genes in peripheral
blood B cells of early dcSSc patients and found highly upregulated mRNA expression of
C3, TLR4, SPP1 and IL-4R accompanied by decreased CD180 mRNA level.

SPP1 has pro-inflammatory and pro-fibrotic properties and also regulates fibroblast
activation and myofibroblast differentiation [27,28]. The Th2 cytokine IL-4 also contributes
to inflammation and fibrosis in SSc [29] and inhibition of IL-4 or its receptor has already
been suggested as potential therapy in SSc [30]. Guo et al. reported that the combined
action of the IL-4R mediated alternate and the classical BCR signaling pathways resulted
in the overexpression of SPP1 [13], which is in agreement with our finding of increased
production of SPP1 of HC B cells after IL-4R and BCR co-engagement. We also found that
the SPP1 concentration in the supernatant of unstimulated B cells was higher in dcSSc than
in HC, which is supported by the elevated plasma SPP1 level described in SSc [14]. As
Guo et al. [13] used naive B cells for the experiment, the increase in naive B cells in SSc
compared to HC might explain the mRNA overexpression of SPP1 and IL-4R in dcSSc, as
well as the differences in the basal production of SPP1 in dcSSc and HC. However, BCR
and IL-4R co-stimulation could not further elevate the SPP1 production of dcSSc B cells,
and this co-stimulation increased the SPP1 production of HC B cells reaching the level of
unstimulated dcSSc B cells. Our results suggest the role of the alternative B cell activation
in the pathogenesis of SSc.

B cells have mainly been investigated regarding their adaptive functions in SSc, thus
it was unexpected to find the elevated expression of innate immune molecules TLR4 and
C3 in peripheral blood B cells of dcSSc patients. TLRs recognize pathogen and damage
associated molecular patterns and have been identified as key drivers of fibrogenesis in
SSc, dominated by TLR4. Expression of TLR4 and its endogenous ligands is elevated in
skin biopsies of SSc, and dermal and lung fibrosis was attenuated in bleomycin-treated
TLR knockout mice [20]. Blockade of TLR4-dependent signaling was already suggested as
therapy in SSc [1]. Our investigation on TLR4 revealed that neither LPS nor its endogenous
damage associated ligands (HMGB1 and tenascin C) were able to activate signaling through
TLR4. Local complement activation and abnormal deposition of complement components
were detected in skin biopsies of SSc patients, but not in HCs [26]. According to its originally
described function, C3 acts exclusively extracellular, but new evidence has shed light on
its intracellular functions. Furthermore, the latter are thought to be evolutionary more
ancient [31]. Intracellular C3 expression has been linked to cell survival and metabolism in
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T cells [32]. Thus, our finding that C3 gene expression is upregulated in dcSSc B cells may
point to a possible role of C3 in B cell dysfunctions in dcSSc.

CD180 was originally defined as a B cell surface molecule mediating activation and
proliferation [33] and was later described as a TLR homolog expressed by dendritic cells
and macrophages. We previously demonstrated that the expression of CD180 in anti-CD180
activated B cells was decreased [12], supporting the theory proposed by Chaplin at al. [34]
that CD180 can be internalized after ligation, thus decreased level of CD180 could reflect
the enhanced activation of B cells via CD180. The MyD88-independent pathways of CD180
signaling under pathologic conditions has only been investigated in chronic lymphocytic
leukemia cells showing the activation of BTK/PI3K/AKT or p38 MAPK pathways [17].
Both of these pathways have been shown to affect the activity of NF-κB [18,19]. According
to our results, the co-activation via CD180 and BCR and anti-CD180 stimulation on its
own resulted in increased phosphorylation of NF-κB in dcSSc B cells, but the level of
phosphorylation was not higher in dcSSc than in HC, even though the CD180 MFI of naive
B cells was lower in dcSSc than in HC and naive B cells are increased in SSc compared to HC.
Since NF-κB is a central mediator of pro-inflammatory gene induction and functions [35],
activation of dcSSc B cells via CD180 and BCR could contribute to inflammation, which is a
crucial player in the pathogenesis of SSc.

The impaired function of regulatory B cells has already been described in SSc [21],
which is supported by our results showing that the basal IL-10 secretion by B cells was
lower in dcSSc. Pararasa et al. [36] analyzed the intracellular IL-10 staining in CD27−IgD−,
CD27−IgD+, CD27+IgD− and CD27+IgD+ sorted peripheral blood B cells and found that
only CD27−IgD+ B cell were capable of IL-10 production. Therefore, the lower basal IL-10
production of B cells in dcSSc than HC cannot be explained by the increased naive and
decreased memory B cells in SSc compared to HC. Furthermore, only HC B cells produced
higher amounts of IL-10 after anti-CD180 treatment, suggesting the role of CD180 in the
dysfunction of IL-10 producing regulatory B cells in dcSSc.

Anti-CD180 stimulation activates over 85% of human and mouse B cells in vitro [37],
and we found that it activated the investigated memory B cell subsets both in dcSSc and
HC. In our previous study, we reported that the relative frequency of switched memory B
cells, responsible for the production of pathologic autoantibodies, is associated with the
severe form of SSc [25]. Here, we demonstrated that the percentage of CD86+ switched
memory B cells was higher after anti-CD180 treatment in dcSSc than in HC, suggesting
that B cell activation via CD180 could have a role in the pathological antibody production
in SSc. According to our results, anti-CD180 antibody therapy, which has already been
suggested in SLE [38], could enhance B cell dysfunction in SSc.

4. Materials and Methods
4.1. Patients

Twenty-one patients with early dcSSc (disease duration was 2.05 (±1.2) years based
on the date of the first non-Raynaud’s symptom) were enrolled for the study. They all
fulfilled the 2013 ACR/EULAR SSc classification criteria. Mean (SD) age at enrollment was
46.43 (±17.2) years, mean (SD) modified Rodnan skin score was 14.65 (±7.6) points, and
frequent internal organ involvements were gastrointestinal involvement (57.1%), cardiac
involvement (42.9%) and interstitial lung disease (33.3%). The aforementioned internal
organ changes corresponded to the involvement seen in early phase of disease. The detailed
characteristics of the patients are shown in Table 1. Controls (n = 18) were age- and sex-
matched healthy individuals (HC). All participants gave a written informed consent to the
study, after approval by the Hungarian National Ethics Committee.



Int. J. Mol. Sci. 2021, 22, 2877 9 of 13

Table 1. Patients’ characteristics.

Characteristics dcSSc Patients (n = 21)

Age (years), mean (SD) 46.43 (17.2)

Gender (female), n (%) 15 (71.4%)

Disease duration 1 (years), mean (SD) 2.05 (1.2)

Organ involvement

MRSS mean (SD) 14.65 (7.6)
Lung fibrosis 2, n (%) 7/21 (33.3%)

Pulmonary arterial hypertension (PAH) 3, n (%) 0/21 (0%)
Renal involvement 4, n (%) 0/21 (0%)

Gastrointestinal involvement 5, n (%) 12/21 (57.1%)
Cardiac involvement 6, n (%) 9/21 (42.9%)
Current digital ulcers, n (%) 3/21 (14.3%)

Digital ulcers in case history, n (%) 5/21 (23.8%)
Digital pitting scar, n (%) 6/21 (28.6%)

Small joint contractures, n (%) 11/21 (52.4%)
Large joint contractures, n (%) 7/21 (33.3%)

Any joint contracture, n (%) 12/21 (57.1%)
Tendon friction rubs in case history, n (%) 1/21 (4.8%)

Arthritis, n (%) 2/21 (9.5%)
Subcutaneous calcinosis, n (%) 3/21 (14.3%)

Antibodies

Anti-Scl-70+, n (%) 7/21 (33,3%)
Anti-RNA-polymerase III+, n (%) 3/21 (14.3%)

anti-centromere+, n (%) 1/21 (4.8%)
anti-PmScl+, n (%) 2/21 (9.5%)
anti-Th/To+, n (%) 1/21 (4.8%)

anti-fibrillarin+, n (%) 1/21 (4.8%)

Immunosuppressive therapy 7, n (%) 7/21 (33.3%)
1 Onset of the disease was defined as the date of the first non-Raynaud’s symptom; 2 pulmonary fibrosis was
characterized by detection of fibrosis with high resolution CT and/or decreased forced vital capacity (FVC < 80%);
3 no signs suggestive of PAH on echocardiography and spirometry with diffusing capacity for carbon monoxide
(DLCO) determination, therefore no right heart catheterization performed in patients; 4 scleroderma renal crisis
was recorded as kidney involvement; 5 gastroesophageal involvement was established with barium swallow or
esophago-gastroscopy; 6 cardiac involvement was defined by diastolic dysfunction or decreased left ventricular
ejection fraction; 7 mycophenolate mofetil, azathioprine or methotrexate.

4.2. Peripheral Blood Mononuclear Cell Isolation and B Cell Separation

Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were isolated by Ficoll-Paque Plus (GE
Healthcare, Chicago, IL, USA) density gradient centrifugation of peripheral blood samples.
MACS B cell isolation kit II (Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach, Germany) was used for
negative selection of B cells according to the manufacturer’s instructions.

4.3. Cell Stimulation

For Phosflow assay, 2 × 105 B cells per condition were seeded onto a 96-well plate
in RPMI-1640 (Merck KGaA, Darmstadt, Germany) culture medium without FBS (SSc
n = 5, HC n = 4) for 1 h. B cells were then stimulated with LEAF Purified anti-human
CD180 (RP105) antibody (Clone: MHR73-11) (BioLegend, San Diego, CA, USA) at 1 µg/mL
(anti-CD180), or anti-CD180 in combination with affinity purified F(ab’)2 fragment of goat
anti-human IgM + IgG (H + L) (Jackson Immunoresearch Laboratories, London, UK) at
2.5 µg/mL (anti-Ig) or left unstimulated for 30 min at 37 ◦C. To investigate the activation
of the memory B cell subsets, 5 × 105 PBMCs were stimulated with anti-CD180 or left
unstimulated for 24 h 37 ◦C (SSc n = 4 HC n = 5). To assess IL-10 production, 2 × 105 B
cells were stimulated with anti-CD180 or left unstimulated for 24 h at 37 ◦C (SSc n = 5,
HC n = 3). To investigate SPP1 secretion, 2 × 105 B cells were co-treated with anti-Ig + IL-4
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(Human IL-4 Recombinant Protein at 10 ng/mL) (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA) or left unstimulated for 24 h at 37 ◦C (SSc n = 4, HC n = 3).

4.4. RNA Isolation, cDNA Synthesis and qPCR

Total RNA was extracted from isolated B cells using NucleoSpin RNA XS kit (Macherey-
Nagel Inc, Bethlehem, PA, USA). Following cDNA generation (High Capacity cDNA Re-
verse Transcription Kit, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), TaqMan™ Human
B cell PI3K Signaling Array (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) was used to
detect the expression of 92 genes using pooled cDNA samples of early untreated dcSSc
patients (n = 5), patients treated with immunosuppressive therapy (n = 3) and HCs (n = 5).
Amplifications were run on Applied Biosystems 7500 RT-PCR System (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA). Gene expression was analyzed with 7500 Software v2.0.6
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) and normalized to 4 housekeeping genes.
The mRNA expression of TLR4, CD180 and C3 was also analyzed individually in early
dcSSc patients (n = 6) and HCs (n = 5) using Applied Biosystems TaqMan Gene Expression
Assays (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) and normalized to GAPDH. Fold
changes (RQ) were calculated according to the 2-ddCT method.

4.5. Cell Phenotyping

To analyze the expression of CD180 on B cells defined by CD27 and IgD staining and
investigate the expression of the activation marker CD86 of CD27+IgD+ non-switched
and CD27+IgD− switched memory B cell subsets after anti-CD180 stimulation, samples
of 4 dcSSc patients and 5 HCs were analyzed using the combination of anti-human CD19-
AmCyan (SJ25C1, Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA), anti-human CD27−PE/Cy7
(M-T271, BioLegend, San Diego, CA, USA), anti-human IgD−PerCP (IA6-2, BioLegend,
San Diego, CA, USA), anti-human CD180-PE (G28-8, Becton Dickinson, Franklin Lakes,
NJ, USA) and anti-human CD86-Pacific Blue (IT2.2, BioLegend, San Diego, CA, USA) fol-
lowing the manufacturer’s protocols. Briefly, PBMCs were incubated with the appropriate
antibodies for 30 min on ice, washed twice in phosphate buffered saline and fixed with
1% paraformaldehyde. Fluorescence of the labeled cells was recorded using a FACS Canto
II flow cytometer (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) and analyzed using FCS
Express 6 software (De Novo Software, Pasadena, CA, USA).

4.6. Analysis of Phosphorylation of NF-κB p65

For Phosflow assay, we used the PE Mouse anti-human NF-κB p65 (pS529) (K10-
895.12.50, Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) antibody. Phosflow assay was
performed in purified B cells of dcSSc patients (n = 5) and HCs (n = 4) according to BD
Phosflow Protocol using BD Cytofix Fixation Buffer and BD Perm II Buffer (BD Biosciences,
Franklin Lakes, NJ, USA). Briefly, after stimulation, cells were immediately fixed with
pre-warmed Cytofix Fixation buffer for 10 min at 37 ◦C. Cells were then washed and
permeabilized with pre-cooled Perm Buffer II for 30 min on ice. After washing the cells
three times, they were stained with PE Mouse anti-human NF-κB p65 (pS529) and incubated
for 30 min at room temperature. Then, cells were washed and immediately measured
without fixation. Fluorescence of the labeled cells was recorded using a FACS Canto II flow
cytometer (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) and analyzed using FCS Express
6 software (De Novo Software, Pasadena, CA, USA).

4.7. SPP1 ELISA

The supernatant obtained from dcSSc (n = 4) and HCs (n = 3) B cells co-treated with
anti-Ig + IL-4 or left unstimulated for 24 h were collected and stored at −80 ◦C until being
measured. The concentration of SPP1 was determined with Human Osteopontin (OPN)
DuoSet ELISA kit (Bio-Techne, Minneapolis, MN, USA) according to the manufacturer’s
recommendation. The reaction was developed with TMB and measured at 450 nm using
an iEMS MF microphotometer (Thermo Labsystem, Beverly, MA, USA).
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4.8. IL-10 ELISA

Supernatant from anti-CD180 stimulated for 24 h and unstimulated B cells were
collected (SSc n = 5, HC n = 3), centrifuged and stored at −80 ◦C until being measured. IL-10
production was quantified using Human IL-10 DuoSet ELISA kit (Bio-Techne, Minneapolis,
MN, USA) according to the manufacturer’s protocol. The reaction was developed with
TMB and measured at 450 nm using an iEMS MF microphotometer (Thermo Labsystem,
Beverly, MA, USA).

4.9. Statistical Analysis

Statistical evaluation was performed with SPSS v.25.0 statistics package (IBM, Armonk,
NY, USA) using Student t-tests and ANOVA with post-hoc Tukey test where p values < 0.05
were considered significant.
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Abstract: The phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K)/Akt and the mammalian target of rapamycin
(mTOR) pathways are known to play a key role in B-cell activation and fibrosis in systemic sclerosis
(SSc). Receptors of B-cell activator factor (BAFF) utilize these pathways, which can be influenced by
Toll-like receptors (TLRs), as TLRs can alter the expression of BAFF-binding receptors. Our results
show that B-cell stimulation via TLR homologue CD180 phosphorylates Akt in diffuse cutaneous SSc
(dcSSc) to a lower extent than in healthy controls (HCs). We found basal downregulated BAFF receptor
(BAFF-R) and enhanced transmembrane activator and calcium-modulator and cyclophilin ligand
interactor (TACI) expression in dcSSc B cells, which might enhance the formation of autoantibody-
secreting plasma cells. Moreover, this pathological shift was observed in naive B cells, emphasizing the
importance of their increase in SSc. Additionally, we measured higher serum levels of autoantibodies
to BAFF in dcSSc patients, suggesting that an imbalance in the complex system of BAFF/anti-BAFF
autoantibodies/BAFF-binding receptors may contribute to the development of SSc. Anti-CD180
antibody treatment had opposite effects on the expression of BAFF-R and TACI in HC B cells, resulting
in similar levels as observed in SSc B cells without stimulation, which argues against the usefulness
of such therapy in SSc.

Keywords: CD180; TLR; B cells; PI3K/Akt; mTOR; BAFF-R; TACI; anti-BAFF autoantibody;
systemic sclerosis

1. Introduction

The phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K)/Akt and the mammalian target of rapamycin
(mTOR) signaling pathways have been proposed to be implicated to play a crucial role in the
pathogenesis of systemic sclerosis (SSc)—in particular, in two critical aspects, fibrogenesis
and B-cell activation [1,2], which are two typical features of SSc [3]. The PI3K/Akt/mTOR
signaling pathway has a central role in many aspects of cell growth and survival [4]. Hy-
peractivity of PI3K/Akt/mTOR/S6 signaling has been found in the dermal fibroblasts
of SSc patients [1] and inhibition of this pathway leads to significant protection against
TGFβ-induced fibroblast growth in an SSc mouse model [1,5,6]. The central role of the
PI3K/Akt/mTOR axis has also been shown in B-cell activation [7], and B-cell activator
factor (BAFF) was also linked to the PI3K/Akt/mTOR pathway in lupus nephritis [8].

BAFF is an important factor for B-cell proliferation and maturation and the increased
amount of BAFF may contribute to the development of autoimmune disorders [8,9]. Over-
expression of BAFF produced a lupus- and Sjögren-like syndrome in mice [9] and elevated
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levels of BAFF have been described in several autoimmune disorders, including SSc [10].
Autoantibodies against BAFF have been described in healthy controls (HCs), but elevated
levels in systemic lupus erythematosus (SLE) patients may contribute to autoimmune pro-
cesses by regulating the availability and activity of BAFF [11,12]. BAFF can bind to multiple
receptors on B cells, such as the BAFF receptor (BAFF-R) and transmembrane activator and
calcium modulator and cyclophilin ligand interactor (TACI). BAFF-R is important in the
survival and differentiation of B cells [9,13], while TACI has an essential role in isotype
switching and plasma cell differentiation [9,14].

Toll-like receptors (TLRs) can influence the expression and signaling of BAFF recep-
tors [15,16]. Binding of BAFF activates NF-κB signaling [14], and we previously showed
that ligation of the TLR homologue CD180 induces the phosphorylation of NF-κB in B cells
to a different extent in diffuse cutaneous SSc (dcSSc) and HCs [17]. Stimulation via CD180
leads to the activation of the vast majority of B cells [18]. Previously, we reported decreased
expression of CD180 in the B cells of dcSSc patients [19], and CD180 was described to
utilize the PI3K/Akt pathway in B-cell chronic lymphocytic leukemia (B-CLL) [20]. Conse-
quently, the purpose of this study was to investigate the effects of CD180 ligation on the
PI3K/Akt/mTOR pathway and the expression of BAFF receptors in peripheral blood B cells
in dcSSc patients compared to HCs. An additional goal was to measure the serum levels of
anti-BAFF antibodies to assess whether the complex system of anti-BAFF antibodies and
BAFF-binding receptors regulating BAFF signaling could contribute to the development
of SSc.

2. Results
2.1. Stimulation via CD180 Induces the Phosphorylation of Akt to a Lower Extent in dcSSc B Cells

First, we investigated the effect of stimulation via CD180 on the activation of Akt, a
dominant effector molecule of PI3K [21], in separated B cells of dcSSc patients and HCs,
and found that the CD180 ligation significantly increased the percentage of phosphorylated
Akt (pS473)-positive B cells in both dcSSc and HCs compared to unstimulated controls.
However, the phosphorylation of Akt in the anti-CD180 antibody stimulated B cells was
significantly lower in dcSSc than in HCs (Figure 1A). Since PI3K/Akt is a major activa-
tor of mTOR and S6 is a substrate of mTOR [22], we also measured the changes in the
phosphorylation of S6. Stimulation via CD180 enhanced the ratio of phosphorylated S6
(pS235/pS236)-positive B cells to a similar extent in dcSSc and HCs (Figure 1B).
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Figure 1. Induction of phosphorylation of Akt and S6 by CD180 ligation. Changes in the phosphor-
ylation of Akt (pS473) (A) and S6 (pS235/pS236) (B) molecules in purified B cells of diffuse cutaneous 
SSc (dcSSc) patients (n = 6) and healthy controls (HCs) (n = 7) after stimulation with anti-CD180 
antibody or left unstimulated (control) for 30 min, detected by flow cytometry. Data are presented 
as means ± SEM. * p < 0.05. 

  

Figure 1. Induction of phosphorylation of Akt and S6 by CD180 ligation. Changes in the phosphory-
lation of Akt (pS473) (A) and S6 (pS235/pS236) (B) molecules in purified B cells of diffuse cutaneous
SSc (dcSSc) patients (n = 6) and healthy controls (HCs) (n = 7) after stimulation with anti-CD180
antibody or left unstimulated (control) for 30 min, detected by flow cytometry. Data are presented as
means ± SEM. * p < 0.05.

2.2. Anti-BAFF Autoantibody Serum Level Is Higher in dcSSc

BAFF utilizes the PI3K/Akt/mTOR/S6 signaling pathway [9] and BAFF is proposed
to play a crucial role in the B-cell dysfunction in SSc [10]. The effect of elevated BAFF
is reported to be regulated by the presence of autoantibodies directed against BAFF [11];
therefore, we compared the levels (mean fluorescence intensity, MFI) of autoantibodies
against BAFF in the serum samples of dcSSc patients and healthy subjects. We found that
the anti-BAFF autoantibody level was significantly higher in dcSSc than in HCs (Figure 2).
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and HCs (n = 21), measured by Luminex MAGPIX. The boxes show interquartile ranges (IQR),
the horizontal lines represent medians, and the whiskers indicate the lowest and highest values.
* p < 0.05.

2.3. Decreased Basal Expression of BAFF-R Is Accompanied by Elevated Expression of TACI in
dcSSc B Cells

As BAFF exerts its effects via different receptors [9], first, we analyzed the expression
of BAFF-R in purified B cells of dcSSc and HCs. The BAFF-R mRNA expression was
downregulated in dcSSc compared to HC B cells (Figure 3A). Next, we examined the
protein expression of BAFF-R in B cells in PBMC samples of dcSSc patients and HCs with
flow cytometry. The results were similar to what we found when analyzing the BAFF-R
mRNA expression; the protein level of BAFF-R was significantly lower in dcSSc than in HC
B cells (Figure 3B).
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Figure 3. Analysis of BAFF-R and TACI expression in dcSSc and HC total B cells. (A) BAFF-R mRNA
expression in total B cells of dcSSc patients (n = 3) compared to HCs (n = 3). Gene expression was
normalized to HCs and the horizontal line (value 1) represents the expression of control samples.
Changes in gene expression are shown as relative quantification (RQ) values. Data are shown as
mean ± standard error of the mean (SEM). Alterations in the protein expression of BAFF-R (B) and
TACI (C) in anti-CD180 antibody stimulated and unstimulated dcSSc (n = 4) and HC (n = 4) total B
cells, as measured by flow cytometry. Data are presented as means ± SEM. * p < 0.05.

TLRs are reported to alter the expression of the receptors of BAFF [15,16]; thus, we also
investigated whether stimulation of B cells via CD180 has different effects on the protein
expression of BAFF-R in dcSSc and HCs. The ligation of CD180 significantly decreased
the percentage of BAFF-R-positive B cells only in HCs, to the levels of unstimulated and
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stimulated dcSSc B cells. We found that the expression of BAFF-R was lower in total B
cells in dcSSc than in HCs, but the stimulation via CD180 had no effect on the BAFF-R
expression of dcSSc B cells (Figure 3B); therefore, we examined the expression of TACI
in the total B cells of dcSSc and HCs. The percentage of TACI-positive B cells was higher
in the unstimulated dcSSc than in HCs. Moreover, the anti-CD180 antibody stimulation
significantly increased the TACI expression of B cells only in HCs, reaching the levels of
unstimulated and stimulated dcSSc B cells (Figure 3C).

2.4. Basal Expression of BAFF-R Is Higher in HC Naive B Cells and Is Reduced by Anti-CD180
Antibody Treatment to the Level of dcSSc Naive B Cells

As we found that the expression of BAFF-R was lower in total B cells in dcSSc than
in HCs, we investigated the expression of BAFF-R in B cell subsets. We analyzed the
following B cell subpopulations defined by CD27 and IgD staining: CD27+IgD+ non-
switched memory (NS), CD27+IgD- switched memory (S), CD27-IgD- double negative
(DN) and CD27-IgD+ naive B cells. We compared the expression of BAFF-R of B cell
subgroups between dcSSc and HCs and found that the basal BAFF-R expression was
significantly lower in naive and DN B cells in dcSSc than HCs. Then, we analyzed the
differences in the percentage of BAFF-R-positive cells in the unstimulated B cell subsets
between the studied groups. We found that the ratio of BAFF-R-positive cells was the
lowest in DN B cells compared to all other subsets, namely NS, S and naive B cells both in
dcSSc and HCs. The expression of BAFF-R was significantly decreased in DN and naive
B cells compared to memory B cells in dcSSc and was lower in DN B cells compared to
memory and naive B cells in HCs. Next, we examined the effect of stimulation with anti-
CD180 antibody on the expression of BAFF-R. Ligation via CD180 significantly increased
the BAFF-R-positive cells in the DN B cells of dcSSc patients and significantly decreased
it in the naive B cells of HCs. However, between dcSSc and HC samples, no differences
were observed in the BAFF-R expression of any investigated B cell subsets after anti-CD180
antibody stimulation (Figure 4).
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Figure 4. Effect of CD180 stimulation on BAFF-R expression of B cell subpopulations in dcSSc (n = 4)
and HCs (n = 4). The percentage of BAFF-R-positive B cells in the four investigated B cell subsets,
defined by CD27 and IgD labeling: CD27+IgD+ non-switched memory (NS), CD27+IgD- switched
memory (S), CD27-IgD- double negative (DN) and CD27-IgD+ naive B cell subsets after anti-CD180
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between dcSSc patients and HCs, and between unstimulated and stimulated conditions, while the
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are presented as means ± SEM. * p < 0.05.
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2.5. Basal Expression of TACI Is Lower in HC Naive B Cells, and Is Increased with Ligation of
CD180 to the Level of dcSSc Naive B Cells

We found a higher percentage of TACI-positive total B cells in dcSSc than in HCs;
thus, we investigated the expression of TACI in the four described B cell subsets, namely
NS, S, DN and naive, and found that the ratios of TACI-positive cells in the B cell subsets
were similar between dcSSc and HCs, except in the naive cells, where the frequency of
TACI-positive cells was significantly higher in dcSSc than in HCs under the unstimulated
condition. Then, we examined the differences between the unstimulated B cell subsets
within the investigated groups, and our results showed that the expression of TACI was
higher in memory B cells, especially in NS B cells, compared to DN and naive cells both in
dcSSc and HCs. Stimulation with anti-CD180 antibody did not change the expression of
TACI in the B cell subsets of any groups, except in HC naive cells, where ligation of CD180
increased the level of TACI (Figure 5).
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groups. Data are presented as means ± SEM. * p < 0.05.

3. Discussion

The activation of PI3K/Akt/mTOR signaling is involved in the fibrogenesis in SSc
and inhibition of this axis has been shown to exert anti-fibrotic effects in an SSc mouse
model [1,5,23]. According to a single-blind pilot study, the modified Rodnan skin score
(MRSS) of SSc patients decreased after rapamycin treatment [24]. The involvement of the
PI3K/Akt/mTOR pathway has also been shown in B-cell activation and differentiation [2],
and it is evident that B cells play an essential role in the pathogenesis of SSc [3]. Moreover,
TLR signaling can also act through this pathway [25], and elevated Akt phosphorylation
has been described in HC and CD180-Responder B-CLL B cells after CD180 ligation [26].
Here, we demonstrated that stimulation via CD180 induced the phosphorylation of Akt
and S6 both in dcSSc and HC B cells, but the activation of Akt was weaker in dcSSc than
HCs, suggesting an impairment of the CD180 signaling regarding the PI3K/Akt pathway
in dcSSc B cells. Forestier et al. [27] described a decrease in mTOR phosphorylation in the
B cells of SSc patients compared to HCs. Our results did not show any differences in S6
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phosphorylation between dcSSc and HC B cells, suggesting that alterations in the mTOR
pathway in SSc B cells may influence other downstream molecules besides S6.

The PI3K/Akt/mTOR pathway also plays an important role in BAFF-mediated B-
cell differentiation and activation [8,28]. BAFF is essential to B-cell survival, maturation
and homeostasis, and excessive amounts of BAFF could potentially contribute to the
breakdown of B-cell tolerance by rescuing low-affinity self-reactive B cells from deletion,
which may play a key role in the development of systemic autoimmune diseases [9,29].
Elevated BAFF serum levels were found in SSc and were associated with the severity
and activity of the disease [10]. Although autoantibodies against BAFF were detected
in HCs, the serum levels of anti-BAFF autoantibodies were higher in SLE patients than
HCs [12,30]. Investigating the amount of anti-BAFF autoantibodies in SSc patients, we
found similar results as dcSSc patients had higher levels of anti-BAFF autoantibodies
than HCs. Consequently, the increased levels of autoantibodies against BAFF may be a
regulatory mechanism in response to the elevated BAFF levels observed in SSc.

BAFF can bind to different receptors expressed on B cells, including BAFF-R and
TACI [9]. BAFF-R is a positive regulator of B-cell homeostasis as it provides constitutive
signals essential for B-cell development and survival [31]. TACI can enhance immunoglob-
ulin class switching and the differentiation and survival of plasma cells [15]. Decreased
BAFF-R expression and increased, but also unaltered, TACI expression was observed in
SLE patients compared to HCs [32,33]. In this study, we found lower BAFF-R expression
at mRNA and protein level and higher TACI expression at protein level in total B cells
in dcSSc compared to HCs. The downregulation of BAFF-R and the enhanced TACI ex-
pression in SSc B cells may contribute to the differentiation of autoreactive B cells into
autoantibody-secreting plasma cells [15,34], and autoantibodies are well known to play a
crucial role in the pathogenesis of SSc [35].

BAFF-R is expressed by almost all B cell subsets, while TACI is expressed mainly by
memory B cells and plasma cells, and mostly by activated cells, since TACI is an inducible
receptor [14]. Darce et al. [34] found that human naive B cells have low TACI expression,
but activation via TLR9 induces a rapid increase in TACI expression. According to our
results, the differences in BAFF-R and TACI expression of total B cells between dcSSc
patients and HCs could be due to the changes in the expression of naive B cells, since
we found decreased expression of BAFF-R and augmented expression of TACI in naive
B cells. The relevance of these findings is underlined by the elevated amount of naive B
cells observed in SSc [36,37], and these results provide further evidence that differences in
the distribution of B cell subsets—in particular, the increase in naive B cells—may play an
important role in the development of SSc.

Altered expression of TLRs has been found to be associated with vascular damage
in autoimmune diseases [38], and TLR signaling can influence the expression of BAFF
receptors; TLR4, TLR7 and TLR9 stimulation resulted in the upregulated expression of
TACI [15,16], but the changes observed in the expression of BAFF-R after B-cell activation
via TLR4 and TLR9 vary between studies [38,39]. Activation via TLR9 was suggested to
make B cells more sensitive to the effects of BAFF both in humans and mice, through the
upregulation of TACI [16,38]. We showed that stimulation via CD180 resulted in a decrease
in BAFF-R and an increase in TACI expression in HC total B cells, reaching the levels of
dcSSc B cells. These changes can also be explained by the differences observed in naive
B cells, because CD180 ligation augmented the expression of BAFF-R and reduced the
expression of TACI in HC naive B cells, resulting in similar levels observed in the naive B
cells of the dcSSc patients.

Although our study carries the limitation that the number of patients enrolled was rel-
atively low, it is an advantage that they formed a homogeneous group of early dcSSc cases.
Therefore, we can conclude that B-cell activation via CD180 utilizes the PI3K/Akt/mTOR
pathway in SSc and may contribute to a pathological shift in BAFF signaling, particularly in
naive B cells, which adds to our previous findings proposing that the anti-CD180 antibody
therapy suggested in SLE may not be beneficial in SSc.
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4. Materials and Methods
4.1. Patients

Table 2013. ACR/EULAR SSc classification criteria. Mean (SD) disease duration was
1.73 (±0.9) years based on the date of the first non-Raynaud’s symptom, mean (SD) age
at enrollment was 49.88 (±15.6) years, mean (SD) modified Rodnan skin score was 16.42
(±11.9) points, and frequent internal organ involvements were interstitial lung disease
(73.1%), gastrointestinal involvement (69.2%) and cardiac involvement (53.9%). The afore-
mentioned internal organ changes corresponded to the involvement seen in the early phase
of disease. The detailed characteristics of the patients are shown in Table 1. Controls (n = 33)
were age- and sex-matched healthy individuals (HCs). All participants gave written in-
formed consent to participate in the study, after approval by the Hungarian National Ethics
Committee (ETT TUKEB 47861-6/2018/EKU).

Table 1. Patients’ characteristics.

Characteristics dcSSc Patients (n = 26)

Age (years), mean (SD) 49.88 (15.6)
Gender (female), n (%) 22 (84.6%)

Disease duration 1 (years), mean (SD) 1.73 (0.9)
Organ involvement

MRSS mean (SD) 16.42 (11.9)
Lung fibrosis 2, n (%) 19/26 (73.1%)

Pulmonary arterial hypertension 3, n (%) 0/26 (0%)
Renal involvement 4, n (%) 1/26 (3.9%)

Gastrointestinal involvement 5, n (%) 18/26 (69.2%)
Cardiac involvement 6, n (%) 14/26 (53.9%)

Antibodies
Anti-Scl-70+, n (%) 12/26 (46.2%)

Anti-RNA-polymerase III+, n (%) 4/26 (15.4%)
Immunosuppressive therapy 7, n (%) 17/26 (65.4%)

1 Onset of the disease was defined as the date of the first non-Raynaud’s symptom; 2 pulmonary fibrosis was
characterized by detection of fibrosis with high-resolution CT and/or decreased forced vital capacity (FVC < 80%);
3 no signs suggestive of PAH on echocardiography and spirometry with DLCO determination; therefore, no
right heart catheterization performed in patients; 4 scleroderma renal crisis was recorded as kidney involvement;
5 gastroesophageal involvement was established with barium swallow or esophago-gastroscopy; 6 cardiac
involvement was defined by diastolic dysfunction or decreased left ventricular ejection fraction; 7 mycophenolate
mofetil (n = 2), methotrexate (n = 4) or cyclophosphamide (n = 11).

4.2. Peripheral Blood Mononuclear Cell Isolation and B Cell Separation

Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were isolated by Ficoll-Paque Plus
(GE Healthcare, Chicago, IL, USA) density gradient centrifugation of peripheral blood
samples. The negative selection of B cells was performed using the MACS B cell isolation
kit II (Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach, Germany), according to the manufacturer’s
instructions. The purity of B cells was over 95%.

4.3. Anti-CD180 Antibody Stimulation

For Phosflow measurements in dcSSc patients (n = 6) and HC (n = 7), 2 × 105 B cells
per condition were placed onto a 96-well plate in RPMI culture medium without FBS for
1 h. Then, the B cells were stimulated with LEAF purified anti-human CD180 (RP105)
antibody (Clone: MHR73-11) (Bio-Legend, San Diego, CA, USA) at 1 µg/mL (anti-CD180)
or left unstimulated for 30 min at 37 ◦C. To investigate the expression of BAFF-R and TACI
of total B cells and B cell subsets in dcSSc (n = 4) and HCs (n = 4), 5 × 105 PBMCs were
stimulated with anti-CD180 antibody or left unstimulated for 24 h 37 ◦C.

4.4. RNA Isolation, cDNA Synthesis and qPCR for the Evaluation of BAFF-R Expression

To determine the BAFF-R mRNA expression of total B cells in dcSSc (n = 3) and
HCs (n = 3), total RNA was extracted from isolated B cells using the NucleoSpin RNA
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XS kit (Macherey-Nagel Inc., Bethlehem, PA, USA). Following cDNA generation (High-
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA),
the SensiFAST SYBR Lo-ROX Kit (Bioline, London, UK) was used to determine the BAFF-R
mRNA expression of total B cells in dcSSc (n = 3) and HCs (n = 3). Amplifications were
performed on the Applied Biosystems 7500 RT-PCR System (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA). Gene expression was analyzed with 7500 Software v2.0.6 (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) and normalized to GAPDH (a “housekeeping” gene)
as a reference. Fold changes (RQ) were calculated according to the 2-ddCT method.

4.5. Flow Cytometric Analysis of BAFF-R and TACI Expression

To measure the expression of BAFF-R and TACI of total B cells and B cell subgroups in
dcSSc (n = 4) and HCs (n = 4), PBMCs were labeled using the combination of the following
monoclonal antibodies: anti-human CD19-PE (SJ25C1, Becton Dickinson, Franklin Lakes,
NJ, USA), anti-human IgD-PerCP (IA6-2, BioLegend, San Diego, CA, USA), anti-human
CD27-APC (M-T271, Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA), anti-human CD27-FITC
(L128, Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) anti-human BAFF-R (CD268)-FITC
(11C1, BioLegend, San Diego, CA, USA) and anti-human TACI (CD267)-APC (1A1, BioLe-
gend, San Diego, CA, USA), following the manufacturer’s protocols. Briefly, PBMCs were
incubated with the appropriate antibodies for 30 min on ice, washed twice in phosphate-
buffered saline (PBS) and fixed with FACSFix (0.5% PFA in PBS). Fluorescence of the
labeled cells was measured using a FACS Calibur flow cytometer (Becton Dickinson,
Franklin Lakes, NJ, USA) and analyzed using FCS Express 6 software (De Novo Software,
Pasadena, CA, USA).

4.6. Assessment of the Phosphorylation of Akt and S6

To analyze the phosphorylation of Akt (pS473) and S6 (pS235/pS236) of B cells in
dcSSc (n = 6) and HCs (n = 7), we used the anti-human Akt (pS473)–Alexa Fluor488 (M89-61,
Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) and S6 (pS235/pS236)–Alexa Fluor647 (N7-548,
Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) antibody. Phosflow assay was performed
in purified B cells according to the BD Phosflow Protocol, using BD Cytofix Fixation
Buffer and BD Perm III Buffer (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA). Briefly, after
stimulation, cells were immediately fixed with pre-warmed Cytofix Fixation buffer for
10 min at 37 ◦C. Following washing, cells were permeabilized using pre-cooled Perm Buffer
III for 30 min on ice. Then, the cells were washed three times and they were stained and
were incubated for 30 min at room temperature. Afterwards, the cells were washed and
immediately measured without fixation using a FACS Calibur flow cytometer (Becton
Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) and analyzed using FCS Express 6 software (De Novo
Software, Pasadena, CA, USA).

4.7. Anti-BAFF Autoantibody Measurement

The levels (mean fluorescence intensity, MFI) of autoantibodies against BAFF in the
serum samples of dcSSc (n = 20) patients and HCs (n = 21) were determined using the
MILLIPLEX Map Human Cytokine Autoantibody Panel (HCYTAAB-17K, Merck KGaA,
Darmstadt, Germany) according to the manufacturer’s recommendations. The assay was
run with the Luminex MAGPIX instrument (Luminex Corporation, Austin, TX, USA).
Data were analyzed with Belysa Immunoassay Curve Fitting Software (Merck KGaA,
Darmstadt, Germany).

4.8. Statistical Analysis

SPSS v. 27.0 statistics package (IBM, Armonk, NY, USA) was used for statistical
evaluation using Student t-tests and Mann–Whitney U-test, where p values < 0.05 were
considered significant.
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