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ROVIDITESEK JEGYZEKE

AM: Acetoximetil

Anti-Tg: Anti-Tireoglobulin

anti-TPO: Anti-Tireo-peroxidaz

AUC: Area under the curve, gorbe alatti tertilet
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APC-Cy7: Allophycocyanin-cyanine 7
APRIL: A proliferation-inducing ligand

ASC: Antibody-secreting cells, antitest-termel6 sejtek
BAFF: B sejt aktivalo faktor

BAFFR: B sejt aktivalo faktor receptor

BCR: B sejt receptor

BLNK: B cell linker protein

BMI: Testtomeg-index

Btk: Bruton-féle tirozin kindz

CRP: C-reaktiv protein

CRAC: Kalcium felszabadulés aktivalta kalcium csatorna
DAG: Diacilglicerol

DMSO: Dimetil-szulfoxid

DN: Kettds negativ memoria B sejt

EK: Egészséges kontroll

ER: Endoplazmatikus retikulum

Fab: Fragment antigen binding

FBS: Fotalis borjusavo

Fc: Fragment crystalline

FMO: Fluorescent Minus One

FSC: Forward scatter

FSH: Folliculus stimuldlé hormon

GC: Germinalis kozpont

Grb2: Growth factor receptor-bound protein-2



GWAS: Genome wide association study

H1: Hashimoto thyreoiditis-es, hipotiroid csoport, levotiroxin kezelés el6tt
H2: Hashimoto thyreoiditis-es, eutiroid csoport, levotiroxin kezelés utan
HIE: Hashimoto thyreoiditis-es, infertilis, eutiroid csoport

HT: Hashimoto thyreoiditis

IC: Intracellularis

Ig: Immunglobulin

IL-4: Interleukin-4

INF: Interferon

IP3: Inozitol-1,4,5-trifoszfat

IP3R: IP; receptor

IQR: Interkvartilis terjedelem

ISAC: International Society for Advancement of Cytometry

ITAM: Immunreceptor tirozin-alapu aktivaciés mintazat

ITT: Immunglobulin tail tirozin

IVF: In vitro fertilizacio

JNK: C-Jun N-termindlis kinaz

LH: Luteinizal6 hormon

LPS: Lipopoliszacharid

MAX: Maximum value

MFI: Median fluoreszcens intenzitas

MHC: Major histocompatibility complex, {6 hisztokompatibilitasi komplex
mlIgG: Membranhoz kotott Immunglobulin G

mIgM: Membranhoz kotott Immunglobulin M

mPC: Erett plazmasejt

NA: Nem aktivalt

NFAT: Nuclear factor of activated T-cells, aktivalt T-sejtek nuklearis faktora
NFk-B: Nuklearis faktor-kappa B

NSw: Non-switched memoria B sejt

OR: Odds ratio, esé¢lyhanyados

PB: Plazmablast



PBMC: Peripheral blood mononuclear cells, periférias vér mononuklearis sejt
PBS: Foszfat pufferelt fiziologias sooldat

PC: Plazmasejtek

PE: Phycoerythrin

PE-Cy7: Phycoerythrin-cyanine 7

PerCP: Peridinin-Chlorophyll-Protein

PLCy -2: Foszfolipaz C-gamma 2

PI(4,5)P2: Foszfatidil-inozitol-4,5-biszfosztat

PMA: Phorbol 12-myristate 13-acetate

PMCA: Plasma membrane Ca*" ATPase

PTPN22: Protein tyrosine phosphatase, non- receptor type 22

SD: Standard deviacio

SSC: Side scatter

TABLET: Multicentrikus, randomizalt, kettds-vak, placebo-kontrollos vizsgalat
Tru: Follikularis helper T sejt
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Tu: Helper T sejt
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SOCE: Sejtraktarak altal szabalyozott kalcium bedramlas

STIM1: Stroma Interaction Molecule 1

Sw: Switched memoria B sejt

WAS: Wiskott-Aldrich szindroma



1. BEVEZETES

1.1. B limfocitak fejlodése

A B limfocitak az adaptiv immunrendszer nyiroksejtjei, melyek a humoralis immunvalasz
szerves részét képezik. A B sejtek fajlagos antigén felismerésre képes sejtfelszini receptorral
rendelkeznek (BCR). Egyetlen B sejt klon csak egy konkrét antigén felismerésére képes. Az
adott antigén ellen - plazmasejtté érve - specifikus ellenanyagokat termel. Tovabba a B sejtek
egy résziik memoria B sejté alakul, ezaltal kozremiikddnek az immunoldgiai memoria

fenntartdsaban is (LeBien & Tedder 2008; Ollila & Vihinen 2005).

A B sejtek a csontveldben 1évé hemopoetikus 6ssejtekbdl alakulnak ki, amelyek az
embrionalis fejlodés soran keriilnek a magzati majbol a csontveldbe. A B sejtek fejlodését a
csontveld stromasejtjei altal termelt citokinek, kemokinek €s egyéb sejtfelszini molekulak
szabalyozzak (Prieyl & LeBien 1996). A B sejtek fejlodésének kezdeti szakaszai antigéntdl
fiiggetlenek ¢és magukban foglaljadk szamos koztes prekurzor sejt képzdodését. Ezek B
limfocita progenitor sejtekbdl szarmaznak, amelyek éretlen B sejtekké differencialédnak. A
fejlédés ezen szakaszaiban a B sejtek Immunglobulin (Ig) géneket érinté szomatikus
génatrendezddésen mennek keresztiil, ami egyedi, az adott B sejtre jellemzé BCR

expresszidjat eredményezi, amely képes kotddni az antigénhez (Schatz & Ji 2011).

A BCR két nehéz (H) és két konnyti (L) lancbdl all, amelyeket diszulfidkotések kapcsolnak
0ssze. Mindegyik lanc variabilis (V) és konstans (C) régiokat tartalmaz. Az Ig-k a
nehézlancok alapjan 6t osztalyba sorolhatok: IgA, IgD, IgE, IgG és IgM. Mindegyik Ig-
molekulaban két azonos Fab-régi6 (Fragment antigen binding) talalhatd, amelyek megkotik
az antigént, ¢s egy Fc-régio (Fragment crystalline), amely az antitestek bioldgiai
aktivitasanak és effektor funkcidinak nagy részéért felelds (Jung & Alt 2004). A szomatikus
génatrendez6dés folyaman els6ként az Ig nehéz lanca rendezddik at. A VDJ rekombinacid
soran a genomban lévé V (variable), D (diversity) és J (joining) gén szegmens

véletlenszertien kivalasztodig és egymas mellé rendezddik és 1étrejon az Ig nehéz lancanak



variabilis régidja, ami az antigén-koto helyet tartalmazza (Zhang et al. 2004). Ezt kovetéen
megkezdddik a konnyl lanc VJ rekombinécidja, illetve a konstans régié kappa (k) vagy
lambda (L) transzlacidja (1. abra). A véletlenszerli génatrendezddés eredményeként egy
antigént (annak epitdpjat) felismerni képes BCR jon létre (Tonegawa 1983). Ezt kdvetden
azok a B sejtek, amelyek a szervezet sajat struktardival er6sen kapcsolodnak, negativ
szelekcid révén apoptodzissal elpusztulnak vagy BCR editing soran megvaltoztatjak az
antigénreceptorukat. Viszont azon sejtek, amelyek nem reagélnak erdsen a szervezet sajat
molekulaival, megmaradnak. A szelekcids folyamatot taléld éretlen B sejtek tobbsége
elhagyja a csontvel6t €s a Iépbe vandorol, ahol atmeneti Un. tranziciondlis B sejtekbdl

immunkompetens, naiv érett B sejtekké valnak (Sandel & Monroe 1999).

VDJ recombinacio
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1. abra. B sejt receptor szomatikus génatrendezddése (Ten Hacken et al. 2019).

A BCR szignalok kiilonb6z6 informaciokat kozvetitenek attol fiiggden, hogy egy B sejt
melyik fejlédési szakaszban van. A naiv B sejtek IgD-t és IgM-et expresszalnak, és
tranzicionalis B sejteket is, amelyek elhagyjak a csontvel6t, és pozitiv szelekcion mennek

keresztiil a naiv, érett B sejt-repertoar kialakitasahoz.



Az antigénkotés hatasara a naiv IgD+ sejtek a periférids nyirokszervek extrafollikuléris
gbcaiban szaporodnak, ahol rovid életli, antigén-specifikus, alacsony affinitasi IgM-et
termeld plazmablasztokka (PB) alakulnak. Az antigén hatasara aktivalodott B sejtek egy
masik csoportja bevandorol a csiracentrumba és ott osztédason és T sejt fiiggd
osztalyvaltdson mennek keresztiil, ami a B sejtek memoria- vagy hossza életi
plazmasejtekké (PC) valo differencidlédasdhoz vezet. Ezt a folyamatot a csiracentrumokban
talalhaté szamos citokin és kostimulacids faktor segiti (Sze et al. 2000). A hosszu életd,
memoria tipust PB és PC populdciokat az IgD-CD27"ehCD38Me! fenotipus jellemzi. Mivel
a PB ¢és a PC populaciok elkiilonitése nem egyértelmi, ezért Sanz et al. javasla alapjan

keringd antitest-termeld sejtekként (ASC) fogunk hivatkozni rajuk (Sanz et al. 2019).

Az antigénspecifikus aktivaciot kovetden egyes B sejtek memoria B sejtekké
differencidlodnak, CD27-et expresszalnak, és tijra belépnek a keringésbe. CD27+ B sejtek
IgD expressziojuk alapjan tovabb osztalyozhatok. Azokat a periférias memoria B sejteket,
amelyek még expresszalnak IgD-t, az izotipusvaltas el6tti memoria B sejteknek (Non
switched, NSw), mig azokat, amelyek Ig-izotipusvaltason esnek at, és elkezdenek IgG-t
vagy tovabbi Ig-altipusokat expresszalni, konvencionalis memoria B sejteknek (Switched,
Sw) nevezik. Ez utobbiak fokozzak a felszini Ig-expressziojukat, és elveszitik az antitest
termeld képességet (Murphy & Weaver 2017). Végiil bizonyos memoriasejtek elveszitik az
IgD expressziot, és nem jelenitik meg a sejtfelszini CD27 molekulat sem, igy kettds negativ
(Double negative, DN) memoria B sejtekké valnak. Ezek nem oszt6dd, gyulladasos
citokintermeld sejtek, amelyek szerepet jatszhatnak az autoimmunitasban (Nevalainen et al.
2019; Wei et al. 2007; Wu et al. 2011). Az utdbbi két memoria alcsoport olyan sejtfelszini
receptorokat is expresszal, amelyek alkalmasak a T sejtekkel valo interakciora (Taylor et al.
2012). A legtjabb tanulmanyok azt mutatjak, hogy a CD25-6t expresszaldo B limfociték a
sejtek fenotipusosan €s funkcionalisan eltérd alcsoportjat képviselhetik, magasabb szint

feliileti Ig expresszioval és fokozott antigén-prezentald képességgel (Brisslert et al. 2006).



1.2. BCR szignalizacio

1.2.1. Ca?" jelatviteli kaszkad B sejt receptor stimulaciot kovetoen

A szabad intracellularis (IC) kalcium egy multifunkcionalis masodlagos hirvivé molekula
(King & Freedman 2009), amelynek dinamikus koncentraci6é valtozéasai a B limfocitak
immunologiai sorsanak ¢és miikodésének legtobb részét szabalyozzak. A migracio,
sejtadhézid, apoptdzis, proliferacio, sejtciklus, protein kindz jelatvitel, mitokondridlis és
endoplazmatikus retikulum fiziologidja, fehérjék, transzkripcios faktorok transzlokacioja és
aktivalasa, valamint a génexpresszio egyarant IC Ca** 4ltal szabalyozott folyamat (Berridge
2012; Berridge et al. 2003; Feske 2007). A B sejtek kalciumszintjét dinamikusan szabalyozé
tényezOk koz¢ tartoznak az IC receptorok €s csatorndk, amelyek a belsd raktarakbol valod
Ca®' felszabadulasaért felelések; a plazmamembran csatornak, amelyek a Ca?* bejuttatasaért
felelések; a nyugalmi membranpotencial, amit a fesziiltségfiiggd és kalcium vezérelt K*
csatornak allitanak be, ami a Ca®* bejutasanak elektromos hajtoerejét adja; a fesziiltségfiiggd
transzporterek €s a nem szelektiv kationcsatornak (Freedman 2006; Liu et al. 2005; Liu et
al. 2006; Zhu et al. 2005); a szarko/endoplazmas retikulum (SERCA) és plazmamembran
(PMCA) Ca*" ATP4az pumpdk, amelyek a Ca®'-t visszajuttatjak az IC raktarakba (Fierro &
Parekh 2000) valamint a mitokondriumok pufferelése (Parekh 2003). Ezek egyiittesen
formaljak azokat a kalciumjeleket, amelyek meghatdrozzak a B sejtek eltérd funkcionalis

valaszat (King & Freedman 2009).

A BCR egy membranhoz kotott I[g molekula, amely egyedi antigén felismeréssel rendelkezik
(Packard & Cambier 2013). A BCR-nak dnmagaban nincs enzimatikus aktivitasa, viszont
antigénkotést kovetéen a citoplazmaban a hozza kapcsolodd jelatvivd molekuldk
aktivalodnak és kiilonb6z6 fehérjék foszforilacidjaval szignalizacios utvonalakat inditanak
be, ami a sejt aktivaciojahoz vezet (Seda & Mraz 2015). A BCR-hoz valé ligandumkotés
soran az immunglobulinhoz kapcsoloddé CD79a (més néven Iga) ¢s CD79b (Igf) molekulak
immunreceptor tirozin-alapt aktivacios mintazat (ITAM) doménjeit a Src-csaladba tartozd

lyn tirozin-kindz foszforilalja (Gold et al. 1991; Johnson et al. 1995; Saijo et al. 2003),
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2. dbra. A kalcium (Ca?") jelatviteli kaszkad B sejt receptor stimulaciot kovetden (Baba et al. 2014).

aminek kovetkeztében Src-homolog 2 (SH2) doménekkel rendelkezd jelatvivé molekulak
tudnak kapcsolodni, mint példaul a Syk, ami B-cell linker protein (BLNK)
foszforilacigjahoz vezet (Rowley et al. 1995). A foszforilalt BLNK kotdhelyeket biztosit a
Bruton-féle tirozin kinaz (Btk) és a foszfolipaiz C-gamma 2 (PLCy-2) szamdara. Az
aktivalédott Btk foszforildlja a PLCy-2-t, ami a foszfatidil-inozitol-4,5-biszfoszfat
(PI(4,5)P2) hasitasdhoz, valamint inozitol-1,4,5-trifoszfat (IP3) és diacilglicerol (DAG)
felszabadulasdhoz vezet (Coggeshall & Cambier 1984). Az IP3 az endoplazmatikus
retikulum (ER) IP; receptordhoz (IPsR) kotddve Ca" felszabadulast valt ki a sejten beliili
készletbdl, ezzel emelve a sejten beliili szabad kalciumionszintet (Hogan et al. 2010; Penna
et al. 2008). Ezt kdvetden egy hosszan tartd extracellularis Ca** bearamlas torténik a
sejtraktarak altal szabalyozott kalcium bedramlason (SOCE, Store operated calcium entry)
¢s a kalcium felszabadulas aktivalta kalcium (CRAC, calcium release activated calcium
current) aramon keresztiil (Baba & Kurosaki 2016). Az ER Ca?"-szint csokkenését az ER
membranban elhelyezkedd Stroma Interaction Molecule 1 (STIM1) N- terminalis doménje
érzékeli. Miutan aktivalodott, a STIM1 oligomerizalodik, és az ER membranon beliil a
plazmamembranhoz  transzlokalodik.  Ezt  kovetden  kolcsonhatdsba 1ép a

plazmamembranban elhelyezkedd porusképzdé Orail fehérjékkel. A STIM1 és az Orail
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kozotti interakcid Ca?" bearamlast indukal (SOCE). A SOCE tartos Ca*' novekedése
aktivalja a kalmodulin/kalcineurin Utvonalat. A foszfatdz kalcineurin defoszforildlja az
Nuclear factor of activated T-cells (NFAT) utvonalat, ami nukleéris transzlokaciohoz és
génexpresszid valtozasok elinditdsahoz vezet (Baba & Kurosaki 2016; Berlansky et al. 2021;

Debant et al. 2015; King & Freedman 2009) (2. abra).

1.2.2. Grb2 aktivalé szerepe mIgG tipusu BCR jelatvitel soran

Az elsbédleges T sejt fiiggo antitest valasz soran az antigén specifikus B sejtek kdlcsonhatasa
T sejtekkel csirakdzpontok (germinalis centrum, GC) kialakulasat eredményezi. A GC-kben
az érett, naiv B sejtek irreverzibilisen izotipus-valtast kovetden megvaltoztatjak sejtfelszini
BCR-aikat, hogy tulnyomoérészt membranhoz kotétt Immunglobulin G (mIgG)-BCR-okat
expresszaljanak. Ezek az IgG-BCR-t expresszaldo GC B sejtek ezutdn antigén Aaltal
szabalyozott szelekcion és szomatikus hipermuticion esnek 4at, ami nagy affinitasu
IgG- BCR-t expresszald memoria B sejteket €s hosszu €letli plazmasejteket eredményez. Az
mlgM ¢és mlgG kiilonb6z6 extracellularis, transzmembran (TM) és citoplazmatikus

doménekkel rendelkezik (Engels et al. 2014).

» -
* Ca2+

3. abra. Az mIgG-BCR jelatvitel erésitése az ITT/Grb2/Btk szignalizacioval (Engels et al. 2014).

12



A growth factor receptor-bound protein-2 (Grb2) adapterfehérjének tobbféle szerepe van a
B sejtekben. Kezdetben egy gatlo szignal komplex részeként ismerték fel, amely korlatozza
a BCR 4ltal kivaltott Ca*" mobilizaciét az mIgM-et expresszald sejtekben (Engels et al.
2014). Viszont a Grb2 fehérje aktivald szerepet is betdlt az mlIgG tipusa BCR jelatvitel
soran, foként memoria B sejtekben (3. abra). A Ca®' jelatvitel fokozdodik az mIgG tipusu
BCR keresztkotésekor az mIgM tipusit BCR-hoz képest (Waisman et al. 2007), ami a
citoplazmatikus farok szegmens tirozin foszforilaciojaval van osszefiiggésben (Engels et al.
2009). A Grb2 nem 1ép kolesonhatasba az mIgM/Igo/IgB komplexszel, viszont az ITAM-
hoz ko6t6dd Syk altali foszforilacio soran az Ig tail tirozin (ITT)-szegmensek dokkolasi
helyeket biztositanak a Grb2 adapterfehérje szamara (Engels et al. 2014). Az mIgG-BCR
szignaloszoméaban a Grb2 SH3 doménjének N terminalis része interakcioba keriil a Btk
prolin gazdag regidjaval. A Grb2/Btk beépiilése a BCR szignaloszomaba stabilizélja a Ca*
iniciacios komplexet, amely a Btk-bol, az SLP65 (B Cell Linker, BLNK) adapterfehérjébol
¢s a foszfolipaz C-y 2-b6l (PLC-y 2) all. Ezaltal az aktivalt receptoron a Btk csokkenti a
PLC-y2 aktivacids kiiszobét (Baba & Kurosaki 2016; Engels et al. 2014).

1.3. BCR jelatvitel defektusok, autoimmunitas

A B sejt receptoron keresztiili jelatvitel a B sejtek immunologiai sorsanak f6 szabalyozoja,
ideértve a pozitiv és negativ szelekciot, a kdzponti és periférias tolerancidt és az aktivaciot
(Rawlings et al. 2017). A Ca®" kozponti szerepet jatszik a BCR jelatviteli ttvonal
szabalyozasaban, amelyben mar egy kis valtozas is patoldgids kovetkezményekkel jarhat
(Baba és Kurosaki, 2016; Berry et al., 2020). Ezt a kézponti utvonalat szdmos receptor,
példaul a B sejt aktivald faktor receptor (BAFFR), a toll-like receptor (TLR) 7 és 9 és a
CDA40 szignalizacioja befolyasolhatja (Jackson et al. 2015). A kutatasok azt mutatjak, hogy
a BCR jelatvitelben mar egy kis valtoztatds is elegendé ahhoz, hogy kiilonb6z6

mechanizmusok révén eldsegitse €s fenntartsa az autoimmunitast (Rawlings et al. 2017).

Egy moddosult BCR szignalizacio a naiv BCR készlet torzulasdhoz vezethet, ami az
autoreaktiv klonok fokozott megjelenését eredményezheti (Habib et al. 2012; Kolhatkar et
al. 2015; Lesley et al. 2006; Lesley et al. 2004; Thien et al. 2004). Ez azonban énmagéaban
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nem elegendd egy autoimmun betegség kialakuldsahoz, mivel az ijonnan képzddott B sejtek
akar 40%-a autoreaktivitast mutat egészséges egyénekben is (Giltiay et al. 2019; Meffre &

Wardemann 2008). Ezért elengedhetetlen a folyamat tovabbi 1épéseinek megértése.

A tolerancia elvesztésének kovetkezd 1épése az autoreaktiv B sejt klonok aktivalodéasa. A
kutatasok azt bizonyitjak, hogy egy autoimmun rendellenesség soran az autoantitest termeld
B sejtek mind germinélis kdzpontban, mind extrafollikularis médon is képzddhetnek.
Figyelemre méltd, hogy bizonyos koriilmények kozott az Gjonnan képzdodott B sejtek
képesek megkertilni a GC-t, szomatikus hipermutacion €s izotipusvaltadson mennek keresztiil
¢€s a periférian rovid életi plazmablasztokka differencialodnak (William et al. 2002). Egy
fertozés is fontos kivaltd ok lehet, mivel mind a virusos, mind a bakterialis fertozések
fokozott B sejt aktivalo faktor (BAFF), I-es tipusu Interferon (IFN) termeléshez, valamint a
patogén eredetli antigének megjelenéséhez vezetnek, amelyek a TLR-hoz kapcsolodnak,
lehetdséget teremtve az ujonnan képzOodott B sejtek szdmdra az aktivalodasra é€s
izotipusvaltasra annak érdekében, hogy a korokozokkal szemben reagaljanak (Giltiay et al.

2019).

A legtjabb vizsgalatok kimutattdk, hogy az autoreaktiv B sejtek képesek a spontan GC
képzddést iranyitani és a follikularis helper T sejtek (Trn) toborzéasaval gatoljak a T sejt
tolerancia fenntartasat (Rawlings et al. 2017). Raadasul az extrafollikuléris aktivacios
utvonalak mellett, a spontan kialakul6 un. tercier nyiroktiiszokben az autoimmun GC-k - ami
a Hashimoto thyreoiditis (HT) betegség egy kulcsfontossagt jellemzdje (Armengol et al.
2001; Volpe 2000) — a B sejt aktivacio fontos helyének bizonyulnak (Hardy & Hayakawa
2001; Vinuesa et al. 2009). Azt feltételezik, hogy a B sejtek kozponti szerepet jatszanak a
kezdeti antigénprezentacioban, biztositva az autoreaktiv T sejt aktivaciohoz sziikséges
jeleket (Rawlings et al., 2017). Ebb6l a szempontbdl a CD25+ B sejtek kiilondsen érdekesek
lehetnek (Brisslert et al., 2006). Az aktivaciot kovetden tovabbi B sejt aktivacid és
antigénprezentacié koveti egymast, ami az epitop terjedéséhez és az autoreaktiv B és T sejt

klonok folyamatos toborzasahoz vezet (Rawlings et al. 2017).

A teljes genom asszocidcios vizsgalatok (genome wide association study, GWAS) szamos
autoimmunitast eldsegitd polimorfizmust azonositottak, amelyek nagy része a BCR

szignalizacids utvonalat érinti (Hom et al. 2008; Lu et al. 2009). A Wiskott-Aldrich
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szindroma (WAS) modell a WAS fehérje B sejt-specifikus delécioja soran enyhe BCR ¢és
TLR hiperaktivitast eredményez. Ez a mérsékelt valtozds spontan humoralis
autoimmunitashoz, magas affinitdsi IgG autoantitestek termelddéséhez, a Tru
expanzidjahoz, spontan GC képzddéshez €s a végszerv karosodashoz vezet (Becker-Herman
et al. 2011; Recher et al. 2012). Hasonloképpen a LYN gén B sejt-intrinsic delécioja - amely
szintén alapvetd gatlo jelatvitelt biztosit a BCR-hoz val6 ligandumkéotést kovetden a B sejt-
tolerancia fenntartdsdhoz- (Gross et al. 2009) emelkedett BCR medialt kalcium fluxhoz
vezet (Xu et al. 2005), ami elegendd a spontdn humordalis autoimmunitas kialakulasahoz
(Brodie et al. 2018; Hibbs et al. 1995; Lamagna et al. 2014). Tovabba a Protein tyrosine
phosphatase, non- receptor type 22 (PTPN22) polimorfizmusai, amelyekrdl ismert, hogy
Osszefliggésben all a HT és mas autoimmun rendellenességekkel, szintén megvaltozott BCR
indukalt kalcium fluxot okoz és a magas rizikét jelentd variansok B sejt specifikus
expresszioja elég az autoimmunitas kialakuldsdhoz (Arechiga et al. 2009; Armitage et al.

2021; Dai et al. 2013; Rawlings et al. 2017; Wu et al. 2020; Xiaoheng et al. 2017).

Egyre tobb bizonyiték hivja fel a figyelmet a megvaltozott BCR jelatvitel kulcsfontossagt
szerepére az autoimmunitas vonatkozasaban, miszerint médositja a naiv BCR repertoart,
elOsegiti az autoreaktiv B sejt klonok aktivaciojat T sejt dependens €s independens médon,
elOsegitve a spontan autoreaktiv GC-k kialakulasat és a Tru sejtek toborzasaval a T sejt-
tolerancia elvesztését. Ezen feliil a B sejtek dontd szerepet jatszanak a T sejtek antigén-
keresztiil, a kostimulalos molekulakkal és citokinekkel egyiitt (Rawlings et al. 2017). Habar
megfigyeléseket foként szisztémas autoimmun modelleken tették, a megvaltozott BCR
jeltavitel a Hashimoto-féle pajzsmirigygyulladas kialakuldsdban is fontos szerepet tolthet be,
kiilondsen mivel tovabbi autoimmun betegségek kialakuldsanak a kockdzata is jelentésen

magasabb Hashimoto thyreoiditisben (Weetman 2011).
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1.4. Hashimoto thyreoiditis

A Hashimoto-féle pajzsmirigygyulladés a fertilis korti ndket érintd gyakori szerv-specifikus
autoimmun betegség. Jellemzd az emelkedett pajzsmirigy elleni antitestek - anti-tireo-
peroxiddz (anti-TPO) és anti-tircoglobulin (anti-Tg) - jelenléte, valamint a pajzsmirigy
mononukledris sejtes infliltracidja (Pearce et al. 2003). A celluléris és humoralis tényezok
Osszetett kolcsonhatasa tobb éven at tartd kronikus gyulladésos folyamatot eredményez. Egy
adott szintli pajzsmirigyszovet kéarosodast kovetden hipotiredzis alakul ki, amit a
pajzsmirigy-stimulald hormon (TSH) szintjének emelkedése jelez (Pearce et al. 2003). Bar
az autoantitest pozitivitas eléforduldsa 10-14,5% a 20 és 40 év kozotti ndk korében
(Hollowell et al. 2002), a hipotiredzis kialakuldsa nem térvényszeri, st az éves kockazat
mindossze 2,1% (Vanderpump et al. 1995). A betegség prevalencidjanak novekvo
tendencidja ellenére (Pyzik et al. 2015) a klinikai tiinetek hianya miatt az autoantitest pozitiv

esetek tObbsége diagnosztizalatlan marad.

Ez a csendes, lappangd betegség klinikailag irrelevansnak tlinhet, azonban az autoantitest-
pozitivitas dnmagaban, pajzsmirigy-diszfunkcio nélkiil is jelentésen megndveli a medddség
¢s a vetélés kockazatat. Prospektiv vizsgalatok metaanalizise alapjan a vetélés
es¢lyhanyadosa (odds ratio, OR) 3,9 (Thangaratinam et al. 2011). Az autoantitestek jelenléte
negativ hatassal lehet az in vitro fertilizacio (IVF) sikerességére is, mivel kimutattdk, hogy
jelentdsen csokken a megtermékenyités, a beiiltetés és a terhességek aranya, valamint megnd
a vetélés kockédzata (Zhong et al. 2012). Emellett a terhesség soran kialakuld
immuntolerancia is karosodhat, amit a korasziilések (OR 2,07) (Thangaratinam et al. 2011)

¢s a terhességi szovédmények magasabb aranya is mutat (Gleicher 2014).

A pajzsmirigy-alulmiikddés altalanos kezelésére egy szintetikus pajzsmirigyhormont, a
levotiroxin szedését irjak eld. A levotiroxin-potlo terapia jotékony hatasat IVF és terhesség
alatt autoantitest pozitiv, eutiroid ndkben randomizalt vizsgalatokban korabban kimutattak
(Negro et al. 2006; Negro et al. 2005). Azonban egy kozelmultban végzett multicentrikus,
randomizalt, kettds-vak, placebo-kontrollos (TABLET) vizsgalat sordan az eredmények nem
igazoltak a terapia pozitiv hatasat, a levotiroxin adasa eutiroid, anti-TPO pozitiv ndknek nem

novelte az élve sziiletés aranyat a placebohoz képest (Dhillon-Smith et al. 2019).
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A HT termékenységgel ¢€s terhességi szovodményekkel vald kapcsolatanak magyarazatara
két hipotézis meriilt fel (Zhu et al. 2021). Az els6 szerint a HT-t generalizalt immunrendszeri
diszfunkcio kiséri, amely hatassal van a nemi szervekre, és karositja az anyai-magzati
immuntoleranciat (Weetman 2010). Az autoantitestek kdzvetlen kdros hatasat is felvetették,
mivel meddé ndk follicularis folyadékaban is kimutathatok ezek az antitestek, ami
alacsonyabb oocita fertilizacios aranyhoz vezethet (Monteleone et al. 2011). Ezenkiviil az
anti-TPO antitestek keresztreakcidba 1éphetnek a zona pellucidaval, ronthatjak a petesejtek
megtermékenyitését (Kelkar et al. 2005), és karos hatassal lehetnek a placenta fejlodésére
(Ushijima et al. 2019). Az ok-okozati 6sszefliggést az is alatamasztja, hogy az egerek human
Tg elleni immunizaldsa megndvekedett magzati felszivodast, valamint a magzat és a

placenta sulyanak csokkenését eredményezi (Matalon et al. 2003).

A masodik hipotézis azon a megfigyelésen alapul, hogy az emelkedett TSH fiiggetlen
kockazati tényez6 a kedvezdtlen terhességi kimenetelekben (Maraka et al. 2016; Negro &
Stagnaro-Green 2014; Sheehan et al. 2015). Ez azt jelenti, hogy a gyulladt pajzsmirigy nem
képes megfelelden alkalmazkodni a terhesség megnovekedett igényéhez (Korevaar et al.
2017a; Korevaar et al. 2017c), ami ,relativ”’ pajzsmirigy-diszfunkciohoz vezethet (Chan &
Boelaert 2015; Korevaar et al. 2017b; Loh et al. 2016; Zhu et al. 2021). Mivel azonban a
levotiroxin-potlds nem bizonyult hatékonynak a TABLET-vizsgélat soran, egyre inkabb
felhivjak a figyelmet a mogottes immunoldgiai elvaltozasok részletesebb megértésének

sziikségességére.

1.5. Hashimoto thyreoiditis immunologiai hattere

A Graves-korral ellentétben, amelyet autoantitest-medialt rendellenességként ismeriink, a
Hashimoto-féle pajzsmirigygyulladast altalaban T sejt-medialt betegségnek tekintik (Pearce
et al. 2003). Bar a B sejtek autoantitestek forrasaként betoltott szerepe egyértelmii a HT- ban,
kevés ismeretiink van a betegség patogeneziséhez vald hozzéjarulasukrodl és a kapcsolodod

infertilitasban betoltott szerepiikrol.
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A Kklasszikus hipotézis szerint az autoreaktiv B limfocitak a gyulladédsos folyamat
mellékszerepldi, amelyek a megfeleld citokin-kérnyezetben a pajzsmirigy antigének
felszabadulasa és a T helper (Tu) limfocitdk jelenléte kovetkeztében aktivalédnak. Azt
feltételezik, hogy a tolerancia elvesztése a T limfocitak szintjén kdvetkezik be, és ezek az
antigén-specifikus, autoreaktiv T sejtek serkentik az autoreaktiv B sejtek aktivalodasat
(Volpe 2000; Weetman 1992). Ez a hipotézis azon a tényen alapul, hogy az izotipusvaltas
¢s a HT-ra jellemz6 nagy affinitdsu IgG autoantitestek termelddése csak akkor jon 1étre, ha
egy germinalis kdzpontban megtorténik ugyanazon antigén Osszekapcsolt felismerése az
autoreaktiv Tru ¢és B sejtek altal (Murphy & Weaver 2017). A T sejtek
antigénprezentacidjabol és specifikus receptor-szignalizaciojabol adodoan még keveset

tudunk az aktivalt autoreaktiv T sejtek megjelenéséhez vezetd 1épésekrol.

De vajon az autoreaktiv, nagy affinitdsu autoantitest-termeld B limfocitdk megjelenése
lehet-e az elsé 1€épés a HT soran kialakult tolerancia elvesztésében, megelézve magéanak a
pajzsmirigynek a karosoddsat? Az autoimmunitas terén elért kozelmultbeli kutatasok
eredményei megvaltoztattdk a B sejtek szerepével kapcsolatos nézetiinket, mivel a
bizonyitékok azt mutatjak, hogy a megvaltozott BCR szignalizacid lehet a kulcsfontossagt
Iépés ¢és az elsddleges hajtoerd a tolerancia elvesztésében ¢és az autoimmunitas
kialakulasaban, és az nemcsak az autoreaktiv Th sejtaktivacio kovetkezménye (Rawlings et
al. 2017). Longitudinalis vizsgalatok kimutattdk, hogy a betegséggel 0Osszefiiggd
autoantitestek megjelenése évekkel eldre jelzi a betegség kialakuldsat tobbszoros
autoimmun betegségekben, mint példaul a szisztémas lupus erythematosusban (SLE)
(Arbuckle et al. 2003), a rheumatoid arthritisben (Deane et al. 2010; Sokolove et al. 2012)
vagy az 1-es tipusu cukorbetegségben (Pihoker et al. 2005).
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2. CELKITUZES

A B sejt alcsoportok kiilonboz6é kornyezeti jelekre valod érzékenysége nagymértékben fligg
a fejlédési stadiumtol, a sejtfelszini receptor Osszetételébdl és a mikdodd szignalizacios
utvonalaiktol. A B sejt alcsoportok Ca’" kinetikdjanak tanulmanyozasa betekintést nyujt
azok funkcionalis miikddésébe, amely a B sejt altal kdzvetitett autoimmun allapotok

alapvetd mozgatorugdja lehet.

1. Munkank elsé fazisaban egy aramlasi citometrian alapulé modszert standardizaltunk,
amely soran az anti-IgG, anti-IgM ¢és anti-IgG+M aktivéaldszerek hatdsat teszteltiik human

periférias B sejt alcsoportok Ca** flux paramétereinek jellemzésére.

Az optimalizalt Fluo-4-acetoxymethyl (Fluo-4-AM) alapt &ramlasi citometrids modszernek
a segitségével célunk volt valos iddben leirni a kivalasztott B limfocita alcsoportok
aktivacios valaszanak finom valtozasait. Ez valésaghti 6sszehasonlitast tesz lehetdve, mivel
minden alcsoport pontosan ugyanazt az aktivalo ingert kapja és fontos informaciot szolgaltat
a kiilonboz6 alcsoportok adott ingerre fellépd eltérd fiziologiai valaszképességérdl. Ez a
modszer alkalmas limfocitdk aktivacios jellemzodinek leirdsara kiilonb6zé B sejtes

immunologiai rendellenességekben.

2. Ezt kovetden az optimalizalt Fluo-4-AM alapti 4ramlési citometrids modszerrel
megvizsgaltuk a B sejt alcsoportok funkciondlis valtozasait autoimmun thyreoiditisben és az

ehhez tarsulo infertilitasban.

e A B limfocita alcsoportok prevalencidjat, bazalis kalcium jelét és kalcium

kinetikajat vizsgaltuk B sejt receptor stimulacidt kovetden,

o Hashimoto thyreoiditisben szenvedd, hipotiroid betegekben, a levotiroxin

kezelés elott és az eutiroid allapot elérése utan.

o Infertilitdsban szenvedd pajzsmirigy autoantitest pozitiv, de még eutiroid

betegekben.

o Korban illesztett egészséges kontrollokban.
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Arra voltunk kivancsiak, hogy milyen szerepet tolt be a megvaltozott B sejt receptor
szignalizdci6 Hashimoto thyreoiditisben ¢és az infertilitds kialakuldsaban, illetve a
levotiroxin milyen hatast gyakorol a B sejtek kalcium kinetikéjéara hipotiroid betegek kezelés

eldtti és utani mintaiban.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Mintagyiijtés és periférias vér mononuklearis sejtek izolalasa

Tanulmanyunkat a Helsinki Deklaracié elveinek megfeleléen végeztiik. A kutatési tervet a
helyi etikai testiilet, a Pécsi Tudomanyegyetem Klinikai Kozpont Regonalis, Intézményi
Tudoményos ¢és Kutatasetikai Bizottsaga hagyta jova (RIKEB 5913/2015). Minden

vizsgalati eljaras elott kovetkezetesen minden résztvevotdl irasos beleegyezést kaptunk.

Minden résztvevO periférids vérmintait 10 ml-es litium-heparin csovekbe gyljtottik. A
mintéakat foszfat-pufferelt fiziologids sdoldatban (PBS) higitottuk 1:3 ardnyban, ezt kovetden
Ficoll-Paque PLUS (GE HealthCare, Chicago, IL, USA) stirliség-gradiens centrifugaléssal
mononukledris sejteket izolaltunk. A sejteket ezutan kétszer mostuk (400 x g, 7 perc), majd
jelolés céljabol 5% fotalis borjusavot (FBS) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
tartalmazo RPMI 1640-ben (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) szuszpendaltuk.

A B limfocitdk BCR stimuléciot kovetd kalcium kinetikdjanak kidolgozasa sordn hiisz
egészséges felndtt onkéntest vontunk be a kisérletbe (10 nd és 10 férfi), akik nem kaptak
védoboltast 3 honapon beliil, nem szedtek rendszeresen gyogyszert, nem volt betegségiik és

nem volt fert6zéstik sem 1 honappal a mintavétel elott.

Az autoimmun thyreoiditisben és az ehhez tarsulo infertilitdsban vizsgalt B limfocitdk BCR
stimuldciét  kovetd kalcium  bedramldsanak tanulméanyozésdhoz a  kovetkezd
betegcsoportokat vontuk be. Tizendt, Hashimoto thyreoiditises, hipotiroid allapotban 1évo
beteget vontunk be a vizsgalat hipotiroid dgaba. Minden betegnél emelkedett a TSH szint,
12 betegnél volt anti-TG antitest pozitivitas és 13 betegnél volt anti-TPO antitest pozitivitas.
Mindegyiknél autoimmun pajzsmirigygyulladas jelei voltak lathatéak az ultrahangon. Az
elsé mintdkat a levotiroxin terapia el6tt (H1), a mésodik mintavételre a levotiroxin kezelés
kozben, az eutiroid allapot elérését kovetden (H2) keriilt sor. Az elsd mintdk egyikét
technikai hiba miatt ki kellett zarni. A mésodik mintat harom betegtdl nem sikeriilt gytiijteni,
két esetben egy masodik autoimmun betegség kialakuldsa, egy esetben pedig nem tervezett

terhesség miatt.
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Tizenot pajzsmirigy-ellenes antitest-pozitiv, eutiroid beteget vontunk be a vizsgalat meddo
agaba (Hashimoto thyreoiditises, infertilis, eutiroid csoport, HIE). Minden beteg elsédleges
medddségben szenvedett. Tizenkét betegnél volt anti-TG antitest pozitivitds és 10 betegnél
volt anti-TPO antitest pozitivitds. Minden beteget egy asszisztalt reprodukcids programbol
(In vitro fertilizacio, IVF) iranyitottak hozzank. A mintékat a termékenységi kezelések elott
gyujtottilk. Az infertilitds atlagos idétartama 3,6 = 2,7 év volt. A partnerek androldgiai
vizsgalata normalis spermiumszamot, életképességet és morfologiat mutatott. A betegek
Osztrogén és progeszteron szintje a ciklus alatt normalis volt, az ovulaciot az emelkedett
progeszteron érték és az ultrahang vizsgalat is igazolta. A petevezeték elzarddasat
laparoszkopos kromohidrotubéacidval zartak ki. Minden betegnél elsddleges medddség volt;
nem szamoltak be korabbi terhességrol. Két betegnek volt spontan korai vetélése a
bevalasztas eldtt. A mintavétel eldtt mas autoimmun betegséget nem diagnosztizaltak naluk.
Technikai hiba miatt egy mintat nem tudtunk értékelni.

Tizenkét, korban illesztett egészséges onkéntes not (Egészséges kontroll, EK) vontunk be a
vizsgalat kontroll csoportjaba, pajzsmirigy elleni antitestek és a TSH sziirést kovetéen. Az
egyéb betegségek kizardsara rutin laboratdriumi paramétereket is mértiink. Az egészséges
kontrollok egyikének sem volt kisérd betegsége, sem menstrudcios ciklus rendellenessége,
¢s egyikiik sem szedett rendszeresen gyogyszert.

Az 0sszes mintat a menstruacids ciklus 1. és 5. napja kozott gytijtottiik, hogy standardizaljuk
az Osztrogén és a progeszteron lehetséges immunoldgiai hatasait. A betegek legalabb 3 héttel
a mintavétel eldtt nem szenvedtek fertdzést, €s a C-reaktiv protein (CRP) értékeket a vérvétel
napjan mérték. A betegek a mintavételt megel6z6 2 honapban nem kaptak véddoltast.
Altalanos orvosi és sziilészeti anamnézis, egyidejii gyogyszeres kezelés és betegségek,
korabbi mitétek keriiltek rogzitésre. Az immunoldgiai mintavétel napjan a kovetkezd
laboratoriumi paramétereket mértiik: TSH, anti-TPO, anti-TG, 0Osztradiol, progeszteron,
Folliculus stimulalé hormon (FSH), Luteinizal6 hormon (LH), prolaktin, tesztoszteron, Sex
Hormone Binding Globulin (SHBG), CRP. Az 6sszes résztvevo klinikai jellemzdit az 1.

tablazat foglalja ssze.
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EK H1 H2 HIE
(=12 (n=15) @=12) (=14)
Demografiai adatok (mean + SD)
. L 30.83 318 32.17 33.07
Eletkor (evek) (*1.364) (*1.391) (* 1.429) (£1.517)
o 2331 25.24 21.69
BMI (kg/m2) (£ 1.455) (& 1.467) (£0.8137)
Laboratériumi parameéterek (median + IQR)
,. 1.63 6.81 154 234
TSH (mUn) (0.92 - 2.40) (5.53 -8.73)* (0.60-2.27) (1.62 -3.30)

. ,. 9.85 24880 236.10 134.60
Anti-TPO (IU/ml) (8.40 - 13 25)* (70.00 - 388.90) (102.90 - 374.60) (17.00 - 203.10)*
N 1235 220.10 274.90 204.00
Anti-TG (IU/ml) (10.00 - 15.18)* (42.90 - 318.80) (58.53 - 451.20) (16.78 - 355.30)

-- . ,. 141.50 120.00 149.00 147.00
Osztradiol (pmoll) | 43 4 . 155 30) (99.00 - 141.00) (103.00 - 218.50) (89.00 - 190.30)
Progeszteron 0.80 0.50 0.80 0.60
(nmol/) (0.50 - 1.28) (0.30 - 0.90) (0.53 - 2.30) (0.48 - 1.00)
FSH (U/l) 6.70 (4.91 - 7.53) 6.40 (5.70 - 7.03) 6.33 (4.85 - 7.72) 6.95 (6.08 - 9.45)
LH (U/)) 4.00 (2.45 - 5.85) 3.65 (3.25 - 493) 415 (2.50 - 5.75) 3.65 (2.95 - 4.30)
Prolaktin (ng/ml) | 12.35(10.07 - 19.53) | 12.90 (10.07-17.42) | 10.74 (8.15- 11.85) | 10.73 (7.78 - 17.52)
Tesztoszteron
75 - - 7(0.94-1.5 5 -
(amol) 1.00 (0.75 - 1.28) 1.10 (1.00 - 1.20) 1.17 (0.94 - 1.58) 0.95 (0.88 - 1.23)
, ,. 82.65 62.60 16.85 68.40
SHBG (nmoll) (58.68 - 115.30) (41.20 - 107.00) (34.13 - 129.90) (41.20 - 84.78)
CRP (mg/l) 0.60 (0.53 - 1.35) 2.25 (0.50 - 4.28) 2.75 (0.90 - 3.88) 1.20 (0.50 - 3.88)
Pajzsmirigy ultrahan
GObok 715 1/14
(x/0sszes)
Iuhorfogeultas 11/15 8/14
(x/0sszes)
Hipoechogen o/15 5/14
teriiletek (x/osszes)
Hiper-
vaszKkularizacio 8/15 6/14
(x/Gsszes)
Nogyogyaszati anamn ézis felvetelkor
Terhesseg 3/12 5115 2/14
(x/0sszes)
Terhességek szama 7 8 3
Vetélések szama 2 (29%) 3 (37.5%) 3 (100%)
Abortuszok szima 0 2 (25%) 0
Sziilések dszama 5 (71%) 3(37.5%) 0
Fogamzasgatld
hasznalata 11/12 13/15 9/14
korabban (x/0sszes)
Allergia (x/sszes) 412 215 3/14

1. tablazat. A betegek klinikai jellemzdi. A laboratoriumi eredmények a bevonas napjarol szarmaznak. Minden
betegmintat a ciklus els6 és 6tddik napja kozott vettiink le. Az adatok kiértékeléséhez Dunn-féle Kruskal-Wallis
tobbszords Osszehasonlitd post-hoc tesztet hasznaltuk. EK: egészséges kontrollok (n=12); HT: Hashimoto
thyreoiditis, H1: hipotiroid betegek a kezelés eldtt (n=14); H2: HT-s, eutiroid betegek, levotiroxin kezelés utan
(n=12); HIE: HT, infertilis, eutiroid betegek (n=14). BMI: testtdmeg-index, TSH: Thyreoideastimulalé hormon,
anti-TG: Tireoglobulin antitest, anti-TPO: Tireoperoxidaz antitest, CRP: C-reaktiv protein, FSH: Folliculus
stimulalé hormon, LH: Luteinizalé hormon, SHBG: Sex Hormone Binding Globulin, SD: Standard deviacio,
IQR: Interkvartilis terjedelem. * p <0,05 vs. tobbi csoport (Serény-Litvai et al. 2022).
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3.2. Sejtfelszini jelolés

A metodika kidolgozédsa sordn a B sejt alcsoportok meghatdrozasahoz a kovetkezd
fluorokrom-konjugélt anti-human antitesteket alkalmaztuk: CD3-PerCP (Peridinin-
Chlorophyll-Protein, SK7 klon), CD19-PE (phycoerythrin, SJ25C1 klon), IgD-APC
(Allophycocyanin, 1A6-2 klén) CD38-APC-Cy7 (Allophycocyanin-cyanine 7, HIT2 klon)
(mind Sony Biotechnology Inc., San Jose, CA, USA) és CD27-PE-Cy7 (Phycoerythrin-
cyanine 7, M-T271 klén, BioLegend, San Diego, CA, USA).

A sejtek IgM ¢és IgG sejtfelszini expresszidjanak meghatarozasahoz a kovetkezo fluorokrom-
konjugalt anti-human antitesteket alkalmaztuk: CDI19-PE (SJ25C1), CD27-PE-Cy7
(M-T271), IgD-APC (IA6-2), 1gM-BV421 (Brilliant Violet 421, MHM-88) (mind
Biolegend, San Diego, CA, USA) és IgG-FITC (fluoreszcein-izotiocianat, QA19A42, BD
Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA). A sejtek ¢letképességének vizsgalatdhoz Zombie
NIR (Biolegend, San Diego, CA, USA) festéket hasznaltunk a sejtfelszini jelolés elott a

gyarto utasitasai alapjan. Ezekbe a mintakba nem keriilt fluo-4-AM.

A HT-ben vizsgalt B sejt alcsoportok meghatarozasédhoz a kovetkezd fluorokrém-konjugalt
anti-human antitesteket alkalmaztuk: CD5 PerCP (UCHT?2 klén), CD19 PE (SJ25C1 klén),
IgD APC (IA6-2 klon), CD27 PE-Cy7 (M-T271 klén), CD25 BV421 (BC96 klon, Sony
Biotechnology Inc., San Jose, CA, USA).

Az Osszes antitestet 107 PBMC-re titraltuk, hogy meghatarozzuk az egyes populaciok
legjobb elkiilonitését, a legkevésbé aspecifikus kotddést és a legalacsonyabb hatteret
(background noise, spread). A sejtfelszini jelolés okozta preaktivalos hatds miatt minden
mintat kiilon-kiilon és egymas utan jeldltiink, hogy egységesitsiik a jeloléstol a mérésig eltelt
idét. A jelolés 100 pul RPMI 1640 médiumban tortént, 30 percig sotétben,
szobahOmérsékleten. A jelolést kovetden a mintdkat kétszer mostuk RPMI 1640-ban

(400 x g, 7 perc).
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3.3. Sejtek Fluo-4 AM festékkel valo feltoltése

A Fluo-4-AM észter egy fluoreszcens intracelluldris Ca** ion indikéator, amelynek
fluoreszcenciaja Ca*" megkétésekor novekszik. 50 ug Fluo-4 festéket (Invitrogen, Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) 4,56 ul DMSO-ban (dimetil-szulfoxid, Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) oldottunk, hogy 10 mM torzsoldatot kapjunk. 1 pl térzsoldatot
diszpergaltunk 1 pl 20 %-os (w/v) nemionos detergensben, Pluronic F-127-ben (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA), majd 98 ul RPMI médiumban oldottuk fel (100 uM
5 uM-os koncentréciot valasztottuk ki.

A sejtfelszini jelolést kdvetden a sejteket 285 ul RPMI-ben szuszpendaltuk fel, és 15 pl
Fluo-4-t adtunk hozza. A PBMC-t 15 percig szobahdmérsékleten, sotétben inkubaltuk. A
sejteket mostuk (400 x g 7 perc), majd CaCl-dal (1,8 mM Ca?" koncentracidval)
kiegészitett RPMI 1640 médiumban vettiik fel és szobahémérsékleten, sdtétben tovabbi 30
percig inkubaltuk, hogy Ilehetévé tegyiik az IC Fluo-4-AM észterek teljes
deészterifikalodasat. Minden mintat kozvetleniil a deészterifikdloddsi periodus utan

mértunk.

3.4. Aramlasi citometria

A metodika kidolgozéasa sordn a BD FACS Canto II aramlasi citométeren (3 lézer, 4-2-2
konfiguracid, BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA) minden mintanal 60 masodperces
alapjelet (baseline) rogzitettiink, majd aktivaloszert adtunk hozzd. A kovetkezd
koncentraciokat vizsgaltuk: anti-human IgG+M (F(ab'): Fragmens AffiniPure Kecske Anti-
Humén IgG+IgM (H+L), poliklonélis) 0,1, 0,5, 1, 2,5, 5, 7,5, 10 és 20 pg/ml; anti-human
IgG (kecske anti-humén F(ab')2 specifikus anti-IgG, poliklonalis, teljes IgG) és anti-human
IgM (kecske anti-human (F(ab'): Fragmens, F(ab')2 Fc5u specifikus anti-IgM, poliklonalis)
esetében 0,5, 1, 10 és 20 pg/ml (mind Jackson ImmunoResearch, Franklin Lakes, NJ, USA).
Az aktivélast kovetden 720 masodpercet rogzitettiink egy uj fajlban.

A HT-ben vizsgalt B sejt alcsoportok tanulmanyozasanal minden mintanal 120 masodperces

cre

25



aktivalészerrel aktivaltuk a B limfocitdkat és tovabbi 900 masodperces kinetikus fazist
regisztraltunk.

A Canto Il miiszer beallitasabol adodoan az aktivaloszer hozzdadasahoz el kellett tdvolitani
a mintat tartalmazd csovet, ezért az aktivaloszer hozzaadasatol az aktivalasi gorbe
rogzitésének kezdetéig eltelt 1dot lemértiik, majd késébb a FacsKin programban (Mészaros

et al. 2012) a baselinehoz illesztett aktivalt fajl csatolasanal ezen értéket beirtuk.

3.5. Kapuzasi stratégia

A kompenzacidés matrixokat minden mérési napra FlowJo v10.7.1 (BD Biosciences,
Franklin Lakes, NJ, USA) szoftver segitségével szamitottuk ki. Az 6sszes kaput FlowJo-ban
allitottuk be, minden mintadhoz Fluorescent Minus One (FMO) kontrollokat hasznalatunk. A
metodika kidolgozasa soran a kinetikus mérések kiértékelésénél elészor a célcsoportok
kapuzésat végeztilk el. Ehhez elsé Iépésben a forward scatter (FSC, y tengely) és 1d6
(x tengely) mentén kijeloljik a mérés szamunkra relevans id6tartamat, amely itt a teljes
iddsav, kihagyva a FSC szerint a felsd hatarértékre esd értékeket. Ezt kovetden a FSC-A és
FSC-H paraméterek mentén (y:FSC-H/x:FSC-A) kiszlrjiik a technikai duplikatumokat és
csak a szinglet eseményekkel folytatjuk az értékelést. Ezutan a FSC ¢és side scatter (SSC)
paraméterek mentén kijeldljiik a limfocita populacidt. Kovetkezo 1€pésként elkiilonitjiik a
halott sejteket. A Fluo-4 festékkel sikeresen feltoltott sejteket (Fluo-4+) €16 sejtkekként
azonositjuk. Fluo- 4 FMO segitségével meghatarozzuk a Fluo-4- populaciot és a Fluo4+
sejtekkel dolgozunk tovabb. A limfocitdkon beliil a CD3+CDI19- sejtek a T sejtek
kontroll mellett a B limfocitak csoportjan beliil elkiilonitjiik a naiv és memoria B sejteket az
alabbiak szerint: a CD19+IgD+CD27- sejtek jeldlik a naiv B sejteket, a CD19+IgD+CD27+
sejtek adjak az izotipusvaltas el6tti memoria B sejtek (Non-switched memoria, NSw)
csoportjat, a CD19+IgD-CD27+ sejtek a konvenciondlis memoria B sejteket (Switched
memoria, Sw) a CD19+IgD-CD27- sejtek a kettds negativ B sejteket (Double negative, DN),
amelyek mas néven nem konvencionalis memoria B sejtek. A keringd antitest termeld

sejteket (ASC) az IgD- B sejtpopulacion beliil CD19+CD27MCD38M sejtekként hatarozzuk
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meg (4. abra). A HT-ben vizsgilt B sejt alcsoportok tanulmanyozasanal az egyes

alcsoportokon beliil vizsgaljuk a CD25 expresszid mértéket is.
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4. abra. Teljes kapuzasi stratégia aramlasi citometriaval, amelyek 2D pontdiagramként (dotplot) vagy
egyparametrikus hisztogramként vannak abrazolva. A narancssarga szinl kapuk jeldlik a sziildpopulaciot a
kovetkez6 kapuzasi 1épéshez. A kapuk beallitasa mindig FMO alapjan tortént. Az abra egy reprezentativ alany
mintajanak értékeit mutatja (Bajnok et al. 2023).
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3.6. Kinetikus fiiggvény létrehozasa, paraméterei

A kapuk beallitdsat kovetéen a célpopulaciokat egyenként fes-fajlként exportaljuk és a
FacsKin kinetikus elemz6 programba importaljuk. A FacsKin esetében az egyes populaciok
baseline ¢és kinetikus fajljait 6sszeillesztjlik az aktivalastol a felvétel kezdetéig eltelt pontos
1d6 hozzdadasaval. Ez lehetdvé teszi az egyes aktivalasi gorbék legpontosabb illesztését, ami
kulcsfontossaghi a standardizacid, a reprodukalhatosdg és az Osszehasonlithatosag
szempontjabol.

A FacsKin szoftver egy olyan algoritmuson alapul, amely fiiggvényeket illeszt az egyes
aktivalt sejtpopulaciok median fluoreszcens értékéhez (MFI), lehetévé téve az aramlasi

citometridval kapott kinetikai mérések matematikai leirasat és statisztikai 0sszehasonlitasat.

Slope at second

Second 50% value 50% value

5

Slope at first
4 50% value . - 7z - - . 2
First 50% value . . o 3 = . . 5 R
. o .
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2 4 Anti-Human Time to reach

1gG + IgM maximum
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Starting value /
1 Lot T T T T T T T T T
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T
Time to the firsl'SO% value Time from maximum to second 50% 146 (s)
Time from first 50% value to maximum

5. abra. FacsKin altal szamitott dlogist+ kinetikai fliggvény paraméterei. Példa egy Ca®" flux kinetika gorbére
anti-IgG+M aktivalast kovetden. X tengely: id6, Y tengely: relativ paraméterérték: Fluo4-AM MFI. A kinetikai
gorbe a kapuzott populacié median értékei alapjan jon létre. A bioldgiailag relevans paraméterek a kovetkezok:
Starting value, a fliggvény hatarértékeként -oo (minusz végtelen) szamitva (1-re standardizalva); Time to the
first 50% value (s); Slope at first 50% value, mindig pozitiv, (mértékegysége: int/s ahol int a fligg6leges tengely
mértékegysége); Time from first 50% to maximum value (s), Time to reach maximum value (s), Maximum
value (relativ érték); Time from maximum to second 50% value (s); Slope at second 50% value, mindig negativ
(int/s); Ending value, a fliggvény hatarértékeként szamitva +oo-nal (pozitiv végtelen), AUC: gorbe alatti teriilet
0-t61 1020 s-ig (manualisan a mérés tényleges idejére allitva) (Serény-Litvai et al. 2022).
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A B sejtek kétfazist aktivalodasa a B sejt receptoron keresztiil az adaptiv immunitas alapvetd
Iépése. A kinetikai fliiggvény kiilonboz6é paraméterei az aktivalasra adott valaszreakcidok
kiilonbozd aspektusait irjak le. A fizioldgias folyamat jellege alapjan kivélaszthatdé a
leginkabb illeszkedd fiiggvény. A kalcium kinetika gorbéinek tobbsége kettds logisztikai
lefutast mutat (dlogist+ fliggvény) (5. abra). A Starting value paraméter a kiindulasi kalcium
koncentracioval all Osszefiiggésben (amely 1-re standardizalhat6, ami lehetové teszi a
kiilonbozé napokon végzett mérések 0Osszehasonlitasat). A Maximum value (MAX)
paraméter korreldl az aktivalds sordn elért maximalis citpolazmatikus Ca*" szinttel, amely
szelektiven aktivalja a nuklearis faktor-kappa B (NFk-B) és c-Jun N-termindlis kinaz (JNK)
utvonalakat (Dolmetsch et al. 1997). Egy adott alcsoport aktivaldszerrel szembeni
reakciokészségét ez az érték tiikkrozi a legpontosabban. Ebben a kisérleti §sszeallitdsban az
Ending value paraméter az aktivalas platd fazisa alatti Ca®" szintet tiikrozi, ami a CRAC
csatornan keresztiili tartos extracellularis Ca®" bearamlasanak kovetkezménye. Ez az
alacsonyabb, tartds platofazis szelektiven stimuldlja az NFAT szignalizacids utvonalat
(Baba & Kurosaki 2016; Dolmetsch et al. 1997). A Time to reach maximum value
(T to Max), a maximalis Fluo-4 MFI érték elérés¢hez sziikséges idot mutatja. A Time to
reach the Ist 50% value (T to 50%) a legérzékenyebb paraméter annak meghatarozasara,
hogy egy adott sejttipus milyen gyorsan reagal egy adott aktivaldszerre. A Time from first
50% value to maximum (T from 50% to Max) és a Slope at 1st 50% value paraméterek azt
irjak le, hogy a fluoreszcencia intenzitds mennyit valtozik 1 masodperc alatt az aktivalas
emelkedd fazisaban, jelezve, hogy a sejtek milyen gyorsan reagalnak az adott ingerre. A
Time from maximum to second 50% value (T from Max to 2nd 50%) ¢€s Slope at 2nd 50%
value paraméterek azt jelzik, hogy milyen gyorsan csdkken a Ca®" szint az aktivaci6 cslicsa
utan. A gorbe alatti teriilet (AUC) paraméter korrelal a sejtek teljes Ca®" mobilizélasi

kapacitasaval. A statisztikai szamitasokat ezen paraméterek szdmszerli adataibodl végeztiik.
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3.7. Az aktivaloszerek optimalis koncentraciojanak kivalasztasa

Els6 korben egy kinetikai mérés sorozatot végeztiink, amihez nem adtunk aktivaldszert. Ez
a muszer beallitasaibol eredd valtozasok nyomon kovetésére volt alkalmas. Az ezekbdl a
mérésekbdl szarmazo adatokat (n=5) egyesitettiik, majd referenciaértékeket hoztunk létre
minden egyes B sejt alcsoporthoz. Ezt kovetden a kiilonb6z0 aktivaloszerek hatasat
vizsgaltuk a B sejtek kalciummobilizacidjara: anti-IgG, anti-IgM, anti-IgG+M antitest
hasznalataval. Annak megallapitasara, hogy az aktivaloszerek kivaltjak-e a kalciumaramlast,
¢s ha igen, milyen koncentracidoban, az altalanos laboratériumi gyakorlat, a tudomanyos
szakirodalom ¢€s a gyartoi ajanlasok alapjan valasztottuk ki a koncentraciokat. A kovetkezd
koncentraciokat vizsgaltuk: anti-IgG+M 0,1, 0,5, 1, 10 és 20 pg/ml; anti-IgG és anti-IgM
0,5, 1, 10 és 20 ug/ml. Mindegyik aktivaloszer titralasi sorozatat hdromszor megismételtiik.

A harom ismétlésbdl szarmaz6 adatokat hasznaltuk fel a statisztikai elemzéshez.

3.8. Az IgD preaktivalo hatasanak tesztelése

A B sejt alcsoportok megkiilonboztetésére hasznalt anti-IgD jeldlés preaktivald hatdsanak
tesztelésére Ot csovet jeloltiink APC konjugalt IgD antitesttel, 6t csovet konjugalatlan IgD
antitesttel (IgD-APC klonnal azonos) IgD-APC antitesttel megeggyez6 koncentraciéban és
Ot csovet jeloletlentil hagytunk. A jeldlést 30 percig sotétben, szobahOmérsékleten végeztiik.
Az 0sszes csovet a fent leirt kinetikai modszerrel mértiik. A sejteket anti-IgG, anti-IgM, anti-
IgG+M, anti-IgD (mind 10 pg/ml) és ionomicin (1 pg/ml, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,

USA) segitségével aktivaltuk. Tovabba kontrollként lemértiink egy nem aktivalt mintat is.

3.9. Reprodukalhatosag

A hibatlan mérések és az Osszehasonlithatd kisérletek biztositasa érdekében a legjobb
laboratoriumi gyakorlatokat kovettiilk a minta-elokészités, az dramlasi citometriai mérések
és az IC Ca*" kinetika kovetése terén (Cossarizza et al. 2019). Az International Society for
Advancement of Cytometry (ISAC) ajanlasa alapjan a jeloléseket és a méréseket

szobah6émérsékleten végeztik. Minden mérési napon citométer beallitast (CS&T)
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végeztliink. A kompenzacids csovek mért matrixait specifikusan, minden mérési napra
kiszamitottuk FlowJo-ban, a fluorokrommal konjugalt antitestekhez kompenzacids
gyongyoket (BD) ¢és a Fluo-4 festékhez a vizsgalati alanyok PBMC-jét hasznaltuk. A
mérések standardizalasa és a reprodukalhatosag biztositdsa érdekében szamos validalési
1épést és kiilonféle kontrollokat alkalmaztunk. Az autofluoreszcencia és mas fluoroforokbol
szarmazo jelek kizarasat, illetve a negativ és pozitiv populacidok pontos meghatarozasat FMO
kontrollok segitségével hataroztuk meg. A nem aktivalt mintdkat megmértiik, és
referenciaként hasznaltuk, hogy kizarjuk a miszaki bedllitdsbol szarmazd Fluo-4
jelvaltozasokat. Minden egyes aktivaloszer esetében elvégeztiink egy kinetikai mérést is
Fluo-4 jelolés nélkiil (Fluo-4 FMO), hogy kizarjuk a hattér fluoreszcencidban az aktivalasi
folyamatbol eredd barmilyen valtozast. A FacsKin szoftver segitségével az Gsszes baseline
mérést 1-re standardizaltuk, ami lehetdséget adott a kiillonbdz0 baseline Fluo-4 MFI értékkel
rendelkez0 sejt populaciok méréseinek objektiv 6sszehasonlitasahoz.

A sejtek ¢letképességét tobb Iépésben ellendriztiik. Eloszor egy kiilon csében viabilitasi
festéket (Zombie NIR, Biolegend, San Diego, CA, USA) adtunk a sejtfelszini jel6léshez,
hogy ellendrizziik az preanalitikai folyamatokat, mint példaul a vérvételt, a mintatarolést és
a limfocitak szeparalasanak a sejt ¢letképességére gyakorolt hatasat. Masodszor az egyes
csovek mérése utan a sejtek életképességének meghatarozasahoz tripankék festékkizarasos
technikat alkalmaztunk annak ellenérzésére, hogy az aktivalasi folyamat nem vezetett-e
gyors sejthaldlhoz. Harmadszor a kinetikai mintdk analizise soran csak az életképes,
Fluo- 4- gyel feltoltott sejteket elemeztiik ki. A viabilitds minden egyén esetében 95% folott

volt a mérést kovetden.

3.10. Statisztika

A B limfocitdk BCR stimulaciot kovetd kalcium bedramlasanak modszerének kidolgozasa
soran az alabbi statisztikdkat alkalmaztuk. A prevalencia, a median fluoreszcens intenzitas
¢s a Fluo-4 baseline adatok statisztikai elemzését GraphPad Prism 9 (Graphpad Software,
San Diego, CA, USA) segitségével végeztilk. A normalitds vizsgalathoz Shapiro-Wilk
tesztet hasznaltunk. A nem normal eloszlasu adatoknal az egyszeres 6sszehasonlitasokhoz

Wilcoxon-féle (paros) eldjeles rang tesztet, a tobbszords Osszehasonlitasokhoz Friedman-
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tesztet alkalmaztunk, ketténél tobb adathalmaz Gsszehasonlitdsanal Benjamini-Hochberg
FDR korrekciot alkalmaztunk. Két normal eloszlasu adathalmaz 6sszehasonlitasara paratlan
kétmintas kétoldalas t-probat alkalmaztunk. T6bb mint két normal eloszlasti adathalmaz

Osszehasonlitasdhoz kétutas ANOVA-t és Tukey-féle post hoc-tesztet hasznaltunk.

A B sejt alcsoportok kozotti kiilonbségek kimutatasahoz sziikséges ismétlések szamat power
analizissel hataroztuk meg az AUC, Maximum value és Time to 50% value paraméterek
segitségével. A statisztikai analizist a R szoftvercsomaggal végeztiik (Package ‘pwr’)

(Champely 2020).

Az anti-IgG+M titralas soran a Max ¢és Ending value paraméterek kiértékelésénél a dozis-
hatds adatok analizis¢éhez nem-linedris regressziot (gorbeillesztést) végeztiink GraphPad

Prism 9 program segitsé¢gével.

Statisztikai analizist a kalcium kinetika paramétereire Osszpontositva (Maximum value,
Ending value, AUC, Time to reach maximum, Time to Ist 50 %, Time from Ist 50 % to
maximum value, Time from maximum value to 2nd 50 %, Slope at 1st 50 % and Slope at 2nd
50 %) R szoftvercsomaggal végeztiik (Team 2023). A normalitas vizsgalathoz Shapiro-Wilk
tesztet hasznaltunk a R szoftvercsomag shapiro.test fliggvényével. A nem normal eloszlasu
adathalmazok vizsgalatdhoz Wilcoxon ¢és Kruskal-Wallis tesztet alkalmaztunk a R
szoftvercsomag wilcoxon.test és kruskal.test fiiggvényeivel. Tébb mint két adathalmaz
Osszehasonlitdsdhoz Dunn-féle Kruskal-Wallis tobbszords 0sszehasonlitd post-hoc tesztet
hasznaltuk a FSA R szoftvercsomag dunnTest fiiggvényével (Ogle 2021). A 0,05-nél kisebb
p értékeket szignifikdns eredménynek tekintettiik, a korrigalt p értékeket a korabban emlitett

dunnTest fiiggvény (Benjamini-Hochberg,”BH” modszer) segitségével szamitottuk ki.

Az autoimmun thyreoiditisben és az ehhez tarsulo infertilitdsban vizsgalt B limfocitdk BCR
stimuldciot kovetd kalcium bearamlasanak tanulmanyozasahoz a kovetkezd statisztikékat
alkalmaztuk. Az EK-H2, EK-H1, EK-HIE, H2-HIE, HI1-HIE betegcsoportok k&zotti
kiilonbségek kimutatasara hagyomanyos kétutas ANOVA ¢és Tukey féle post hoc tesztet
alkalmaztunk. A H1 és H2 csoportok kozotti kiillonbségeket vegyes hataselemzéssel és a
Sidak-féle tobbszords Osszehasonlitd teszttel értékeltilk az ismételt mintavétel és a

véletlenszeriien hianyzo értékek miatt. Az 6sszehasonlitdsok szintjei a kovetkezdk; (1) a
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betegcsoportok atlaga kozotti 6sszehasonlitas, ha teljesen figyelmen kiviil hagyjuk a sejtek
csoportositasat, (2) a betegcsoportok atlaga kozotti 6sszehasonlitas az alpopulacidkon beliil,
(3) a sejtpopulaciok ¢és a betegen beliili alpopulaciok atlaga kozott csoportok
Osszehasonlitasa. A statisztikai elemzést Prism 8-ban (GraphPad Software, San Diego, CA,
USA) végeztik.
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B LIMFOCITAK BCR STIMULACIOT KOVETO KALCIUM
BEARAMLASANAK MODSZERTANA

4. EREDMENYEK

4.1. Az aktivaloszerek titralasa, a megfelel6 koncentracio kivalasztasa

Minden aktivalészert 3 mintan, 3 kiilonb6z6 napon titraltunk. A vizsgélt szerek optimalis
koncentracioit az alabbiak szerint valasztottuk ki. E16szor statisztikailag 6sszehasonlitottuk
gorbéjével, hogy meghatarozzuk, mely koncentraciok valtanak ki kalcium fluxot.
Osszehasonlitas céljabol kivalasztottuk az AUC, Maximum és Ending value paramétereket.
Ezt kovetéen minden kinetikai paramétert Osszehasonlitottunk minden egyes B sejt
alcsoporton belill az 0sszes vizsgalt aktivaldszer, azaz anti-IgG, anti-IgM és anti-IgG+M
lemért koncentraciojabol, hogy meghatarozzuk azt a koncentraciot, amely elegendd és
statisztikailag szignifikdns kalcium fluxot generdl a nem aktivalt mintdkhoz képest. A

numerikus adatokkal egyiitt a kinetikai mérések vizudlis megjelenését is értékeltiik.

A B sejt alcsoportok BCR aktivaciojanak 0Osszehasonlitdsdhoz az anti-IgG+M
aktivaloszerbdl a 0,1-20 pg/ml kdzotti koncentracidkat vizsgaltuk. A Sw, DN memoriasejtek
¢s ASC-k érzékenyebben reagéltak az anti-IgG+M stimulaciora, mint a naiv és NSw
memoria B sejtek. A DN és Sw memoria B sejtek mar 0,5 pg/ml anti-IgG+M aktivaldszerre
reagaltak, ¢s minden koncentraciondl magasabb MAX értékeket értek el (6. abra/A). A MAX
paraméter tekintetében a NSw memoria B sejtek titralasi gorbéje az IgG-t expresszalo
memoria B sejtek és a naiv B sejtek kozott volt (6. abra/A, B). A naiv B sejtek adtak a
legalacsonyabb valaszreakciot anti-IgG+M stimuléaciora, MAX értékiik pedig hasonld volt az
a SOCE mechanizmus kovetkezménye. Ebben dozisfiiggdséget is €szleltiink. A platofazis
legkorabban az IgG-t kifejez6 memoria alcsoportokban alakult ki. A DN és Sw memoria B

sejtek mar 0,5 pg/ml anti-IgG+M mellett mutattak plato fazist, mig a NSw és a naiv B sejtek
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el0szor 2,5 pg/ml és 5 ug/ml koriil mutattak (6. abra/A). Az Ending value paraméter csuicsa
hasonl6 volt az 6sszes memoria alcsoportban (NSw, Sw és DN). Az ASC sejtek sokkal

alacsonyabb platéfazist értek el (6. abra/C).
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6. abra. Az anti-human IgG+M aktivaloszer titralasa B sejt alcsoportokon.
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6. abra. Az anti-human IgG+M aktivaldszer titrdlasa B sejt alcsoportokon. (A) A B sejt alcsoportok
reprezentativ kalciumflux kinetikai gorbéi az anti-human IgG+M ndvekvd koncentraciodira adott valaszaként.
Mindegyik gorbét a kivalasztott B sejt alpopuléacié fluoreszcens jelének medianjahoz illesztettiik. X tengely:
id6, Y tengely: standardizalt Fluo-4 median fluoreszcens intenzitas (MFI, alapvonal 1-re standardizalt). Az
elsé 60 masodpercben stimulalatlan kontrollokat vettiink fel, az aktivalt mintakat 15 percig (900 masodpercig)
rogzitettiik. (B) A kiilonboz6 aktivalt B sejt alcsoportokban elért maximalis értékek dsszehasonlitasa az anti-

crer

s

stimulaciot kovetden. X tengely: anti-human IgG+M koncentraciok, Y tengely: standardizalt Ending value
Fluo-4 MFI. Az analizishez (B, C) nem-linearis regressziot (gorbeillesztést) végeztiink dozis-hatas gorbe
modell felhasznalasaval. Naiv: IgD+CD27- B sejt; NSw: IgD+CD27+ B sejt; Sw: IgD-CD27+ B sejt, DN:
IgD-CD27- memoria B sejt; ASC: CD19+CD27hiCD38hi sejt (Bajnok et al. 2023).

Osszeségében az IgG-tipustt BCR-t expresszald B sejt alcsoportok érzékenyebben reagaltak
a stimuléciokra, mint az IgM-et expresszalo sejtek. Az eredmények alapjan az egyes
aktivaloszerek optimalis koncentracidi a kovetkezok voltak: 10 pg/ml anti-IgG-bdl, anti-
IgM-bdl és anti-IgG+M-bol. Az optimalis koncentracidok kivalasztasa utan, a B sejt
alcsoportok kozotti kiilonbségek kimutatdsahoz sziikséges ismétlések szamat power
analizissel hataroztuk meg AUC, Maximum value és Time to 50% value paraméterek

segitségével. A power analizis alapjan az ismétlések szamat 15-ben hataroztuk meg.

4.2. Az anti-IgD jelolés preaktivalo hatasa

A B sejt alcsoportok megkiilonboztetéséhez nélkiilozhetetlen a sejtfelszini IgD expresszio
jelolése. Csak igy lehet megkiilonboztetni a NSw sejteket a Sw memoriasejtektol, és a naiv
sejteket a DN memoriasejtektdl. Kivancsiak voltunk, hogy maga a jel6lési folyamat hogyan
befolyasolja a B sejt alcsoportok reakciokészségét tovabbi BCR stimulaciot kovetden. Ezért
a festési eljaras soran kihagytuk az IgD jeldlést, igy csak CD27 expresszidjuk alapjan tudtuk
megkiilonboztetni a naiv €s a memoriasejteket. A CD27— populacio tartalmazta a naiv €s
DN memoriasejteket, azonban a naiv sejtek prevalencidja 12-szer magasabb volt a DN
sejtekhez képest, igy feltételeztiik, hogy a csoport median jelére illesztett kinetikai gérbék
elsésorban a naiv populacid valaszat reprezentaltak.

A memoriacsoport NSw és Sw memoriasejteket egyarant tartalmazott, amelyek koziil csak

a NSw memoriasejtek reagaltak anti-IgD és anti-IgM-re. Mivel a kinetikai gorbék egy
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populécié median fluoreszcens jelének valtozasahoz illeszkednek, a NSw sejtek anti-IgD- re
¢s anti-IgM-re adott valasza altal generalt MFI érték valtozasa elegendd volt az anti- IgD
preaktival6 hatasanak értékeléséhez.

Az anti-IgD stimulacio6 soran az IgD jel6lés miatti preaktivacio szinte teljesen megsziintette
a CD27- naiv B sejtek anti-IgD-re adott reakcidjat (7. abra/A), és jelentdsen csokkentette

az anti-IgM stimuléciora adott valaszat (7. abra/B).
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7. abra. Az anti-IgD jelolés preaktivalo hatdsa. Reprezentativ kalcium flux kinetika gorbék, amelyek
bemutatjak az anti-IgD jel6lés preaktivalo hatasat a naiv B sejtek anti-IgD (A), anti-IgM (B) stimulacioja soran.
X tengely: id6, Y tengely: standardizalt Fluo-4 median fluoreszcens intenzitas (MFI, alapvonal 1-re
standardizalt). Az els6 60 masodpercben stimulalatlan kontrollokat vettiink alapvonalként, az aktivalt mintakat
12 percig (720 masodpercig) rogzitettiik (Bajnok et al. 2023).

Tovéabba, az anti-IgD preaktivacio jelentdsen megvaltoztatta az anti-IgM hozzaadasaval
generalt kinetikai gorbe alakjat, meghosszabbitotta a reakcioidot, csokkentette a MAX
értéket és a platdo magassagat (Ending value). Erdekes modon a preaktivacié utani tovabbi
anti-IgD stimulédci® nem hosszabbitotta meg a reakcididét. A jeldletlen anti-IgD
szignifikansan emelte a CD27- naiv B sejtek bazalis Ca’" szintjét, viszont a CD27+
memoriasejtekét nem. A preaktivacid miatti novekedés ellenére a naiv sejtek bazalis Ca**

szintje alacsonyabb maradt a memoria B sejtekhez képest (8. abra).
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8. abra. Az anti-IgD jelolés hatasa a bazalis kalciumszintre (ami a Fluo-4 median fluoreszcens intenzitasa
(MFI) az alapvonal felvétele soran). Minden pont egy kiilon mérést jelent, mindegyik egy egészséges egyéntdl
szarmazik, a k6zéps6 vonal az MFI-értékek atlagat jelenti, a whiskerek SE-re vannak allitva. IgD jelolés nélkiili
n=7, jeloletlen IgD-vel jeldlt n = 5. A csoportok statisztikai 6sszehasonlitasat kétiranyd ANOVA Tukey-féle
posthoc teszttel végeztiik. ** p <0.01 (Bajnok et al. 2023).

A CD27+ memoria B sejtek — amelyek mind a NSw, mind a Sw memoria alcsoportokat
értéket eredményezett, de a platdéfazis (Ending value) nem véltozott tovabbi anti-IgD
stimulaciét kévetéen sem (9. abra/A). A preaktivacié a memoriasejtek anti-IgM-re adott
Ca”' flux valaszanak mértékét is csokkentette, de a kinetikai gdrbe mintdzata hasonld maradt

a nem preaktivalt gorbéhez (9. abra/B).
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9. dbra. Az anti-IgD jeldlés preaktivald hatasa. Reprezentativ kalcium flux kinetika gorbék, amelyek
bemutatjak az anti-IgD jellés preaktivalo hatasat a memoria B sejtek anti-IgD (A), anti-IgM (B) stimulaciora.
X tengely: id6, Y tengely: standardizalt Fluo-4 median fluoreszcens intenzitds (MFI, alapvonal 1-re
standardizalt). Az els6 60 masodpercben stimuladlatlan kontrollokat vettiink az alapvonalként, az aktivalt
mintdkat 12 percig (720 masodpercig) rogzitettiik (Bajnok et al. 2023).
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A korabbi vélekedésekkel ellentétben azt talaltuk, hogy az anti-IgD eldkezelés elhagyasaval
a CD27- naiv B sejtek anti-IgG+M stimul4ciot kdvetden magasabb IC Ca** csticsot értek el
anti-IgD aktivéaciot kdvetden, mint a CD27+ memoria B sejtek. A CD27- naiv B sejtek IgD
valaszkészsége is kétszerese az anti-IgM valaszreakcidjukhoz képest, ez utdbbi alacsonyabb
marad a memoria alcsoportokhoz viszonyitva (10. abra/A). Ez nem meglepd, figyelembe
véve a B sejt alcsoportok sejtfelszini IgD expressziojara vonatkozo megallapitasainkat, a
naiv B sejtek expresszaljak a legtobb sejtfelszini IgD-t, a NSw memoriasejtek szignifikdnsan

kevesebbet, mig a Sw ¢s DN memoria B sejtek nem expresszalnak IgD-t (10. abra/B).
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10. abra. (A) Reprezentativ kalcium flux kinetika gorbék, amelyek bemutatjdk a nem preaktivalt naiv (CD27-)
B sejtek anti-IgD-re és anti-IgM-re, valamint a nem preaktivalt memoria (CD27+) B sejtek anti-IgG+M-re adott
valaszat. (B) Az IgD expresszidja B sejt alcsoportokban. Kiszdmitasa: APC MFI-jét az egyes alcsoportok
fluoreszcens minusz egy (FMO) kontrolljahoz (Minta-MFI/FMO-MFI) normalizaltuk. Az adatok atlag + SE
formaban vannak megadva, é¢s minden pont az egy egyéntdl szarmazo 6sszes mérés medianértékét jelenti, n = 16.
X: B sejt alcsoportok, Y: relativ paraméter értek (IgD-APC MFI). A csoportok statisztikai dsszehasonlitasat
kétiranyu ANOVA Tukey-féle posthoc teszttel végeztiik. Naiv: IgD+CD27- B sejt; NSw: IgD+CD27+ B sejt;
Sw: IgD-CD27+ B sejt, DN: IgD-CD27- memoria B sejt; ASC: CD19+CD27hiCD38hi sejt. ** p < 0.01, *** p
<0.001, **** p <0.0001 (Bajnok et al. 2023).

A naiv B sejtek eltérd Ca** flux mintazatot mutatnak a memoria alcsoportokhoz képest;
magas csucsot (MAX) kovetéen alacsonyabb platéértéket értek el, ami fokozatos, lassu
csokkenést mutatott a mérési idészak végéig. Ha Osszehasonlitottuk a nem preaktivalt
CD27+ memoriasejtek Ca®" kinetikajat anti-IgD és anti-IgM stimulacidval, az anti-IgM
stimulaciot kovetd Ca®" kinetika gdrbe memoria tipusti valaszt mutatott magas platofazis

mellett, mig az anti-IgD stimuldciot kovetd Ca** flux gérbe a naiv B sejtek mintazatdhoz
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hasonlitott, folyamatosan csokkend, alacsonyabb platofazissal (11.abra/A). Ez a
megfigyelés az IgD ¢és IgM tipusu BCR kiilonb6z6 hatasmechanizmuséra utalhat.

Az ionomicinnel végzett stimuldcio a sejtek teljes Ca?" mobilizald képességét tiikrozi. Az
anti-IgD-vel végzett preaktivacié csokkentette az ionomicin stimuldcidé altal generalt
kinetikai gérbe AUC értékét naiv B sejtekben, de a memoria B sejtekben nem (11. abra/B).
Azonban mind a naiv, mind a memoria alcsoportok erdteljes Ca®" fluxszal reagéltak az
ionomicin stimuldciéra anti-IgD preaktivaciot kovetden, ami azt jelzi, hogy a naiv B sejtek

megvaltozott IgM érzékenysége nem a Ca®" raktarak kimeriilésének tudhato be.

vs)

A

Nem preaktivilt memdria B sejtek lonomicinnel stimulalt B sejtek
1833, 10.63] N ktivélt naiv B sejtek
" Anti-lgM-mel stimulilt {‘u\f"‘ em preaktivalt naiv B sejte
‘% N ¥ . ) . x RN ‘.___ Nem preaktivalt memdria B sejtek
'; '/ Anti-lgD-vel stimulalt : s ‘K‘ Anti-lgD-vel preaktivalt memdria B sejtek
b 8 N s,
E @ B e
[ E l R, :
2 5 g N e D
2 - o
5 S - 2 ,
o T — L]
-3 . [
s x |
0.957 |
L 0.946+—= .
0.003 1dte) 79907770 001 1) 799.7

11. abra. (A) Reprezentativ gorbék a CD27+ memoria B sejtek (nem preaktivalt) kalcium flux kinetika
mintazatanak sszehasonlitasara anti-IgD és anti-IgM stimulacioval. (B) Naiv (CD27-) és memoria (CD27+)
B sejtek ionomicin stimulaciora adott valaszkészségének dsszehasonlitasa anti-IgD preaktivacioval és anélkiil.
X tengely: id6, Y tengely: standardizlt Fluo-4 medidn fluoreszcens intenzitds (MFI, alapvonal 1-re
standardizalt). Az els6 60 masodpercben a stimulalatlan kontrollokat vettiink alapvonalként, az aktivalt
mintakat 12 percig (720 masodpercig) rogzitettiik (Bajnok et al. 2023).

4.3. A Ca’ flux kinetikai gorbék mintazata megfelelt a B sejt alcsoportok

differencialodasi stadiumanak

A B és T limfocitédk atlagos prevalenciaja illetve a B limfocita alpopuldciok eloszlasa is a
megfelelt az egészséges populacidban publikalt adatoknak. A naiv B sejtek bazalis Ca**
szintje alacsonyabb volt az 0sszes tobbi B sejt alcsoporthoz képest (NSw, Sw, ASC,)
(12. abra/B). A naiv B sejtek tobb mint 98%-a csak IgM-et expresszalt (98,94% =+ 0,33%)
(12. abra/A). A memoria alcsoportokon beliil a NSw B sejtek rendelkeztek a legmagasabb

bazalis Ca®" szinttel (12. 4bra/B), a NSw memériasejtek tobb mint 97%-a csak IgM-et
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(97,5% =+ 0,64%) ¢és a sejtek koriilbeliill 1%-a expresszalt IgG-t az IgM mellett
(1,05% =+ 0,54%) (12. abra/A).
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cD27

- gM‘IgG*

- gM*IgG” -
loMgG" 15000

IgM’lgG™

IgD
Bazalis Fluo-4 MFI

12. abra. (A) B sejt alcsoportok sejtfelszini immunglobulin expresszidjanak prevalenciaja (%). X tengely:
CD27 expresszio, Y tengely: IgD expresszio. (B) A B limfocita alcsoportok bazalis Fluo-4 Median
Fluoreszcens Intenzitasa boxplot diagrammban abrazolva. A k6zéps6 vonal a mediant, a whiskerek az 5-t61 95-
ig percentilist dbrdzoljak. Az csoportok kozotti statisztikai dsszehasonlitast Friedman teszttel végeztiik, a
kettonél tobb adathalmaz Osszehasonlitdsanal Benjamini-Hochberg FDR korrekciot alkalmaztunk. n= 15,
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001. Naiv: IgD+CD27- B sejtek; NSw: IgD+CD27+ B sejtek; Sw:
IgD-CD27+ B sejtek, DN: IgD-CD27- memodria B sejtek; ASC: CD19+CD27hiCD38hi sejtek (Bajnok et al.
2023).

A naiv B sejtek nem reagaltak anti-IgG-re, azonban az anti-IgM, anti-IgG+M stimulaciora
szignifikansan magasabb AUC, Maximum és Ending value paramétereket értek el a nem
aktivalt (NA) sejtekhez képest. Az anti-IgM-mel aktivalt sejteknek hosszabb iddére volt
sziikséglik ahhoz, hogy elérjék a first 50% to the maximum és a Maximum értéket, mint az

anti-IgG+M-mel aktivalt sejteknél (13. abra, 15. abra).

A NSw B sejtek gyorsan ¢€s intenziven reagaltal anti-IgM-re, ami hasonlit az IgG-t
expresszald memoria-alcsoportok (Sw és DN) BCR indukalta Ca?* dramara. Az anti-IgG
enyhén megemelte a NSw B sejtek AUC és MAX paramétereit a NA mintdkhoz képest. Mivel
azonban a sejtek csak koriilbeliil 1%-a expresszal 1gG-t, ez részben az anti-IgG antitestnek

az IgM-tipustt BCR-rel szembeni keresztreakcioja lehet (13. abra, 15. abra).
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13. 4abra. Naiv és NSw memoria B sejtek Ca®" flux kinetika gorbéje. Az IgG-n keresztiili stimuléciora anti-
human F(ab')2 specifikus anti-IgG, IgM-en keresztiil F(ab')2 anti-human Fc5p specifikus anti-IgM-mel,
IgGtM-en keresztiil anti-human F(ab')2 IgG+IgM (H+L) aktivaloszert hasznaltunk. X tengely: id6 (s), Y
tengely: standardizalt Fluo-4 median fluoreszcens intenzitds (MFI, alapvonal 1-re standardizalt). Az abra 1-1
reprezentativ alany mintajanak értékeit mutatjak. Naiv: [gD+CD27- B sejt; NSw: [gD+CD27+ B sejt (Bajnok

et al. 2023).

Meglep6 modon a Sw memoriasejtek csak koriilbeliil 1/3-a  expresszalt IgG-t
(35,2% =+ 2,48%), ¢és koriilbeliil 9%-a expresszalt IgM-et (10,75% =+ 2,83%), mig a sejtek
tobb mint 50%-a [gM-IgG- volt (53,9 % =+ 1,45 %), valdsziniileg ezek az IgA-t expresszalo
memoriasejtek lehetnek. A DN memoriasejtek Ig expresszios profilja hasonld volt a Sw
memoriasejtekéhez (42,48 % + 3,39 % IgG+IgM-, 10,08 % £ 1,95 % IgG-IgM+, 47,28 % +
3,87 % IgG-IgM-) (12. abra/A). Mind a Sw, mind a DN memoériasejteknek hasonlé Ca**
kinetikajuk volt anti-IgG és anti-IgG+M stimulacié soran. Bar a Sw és DN memoriasejtek

csak kb. 10%-a expresszal IgM-et, ezek az alcsoportok nem reagéltak az anti-IgM-re

(14. 4bra, 15. 4bra).
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Keveset tudunk az ASC sejtek Ca" jelatvitelérol. Kisérleteinkben ASC sejtek anti-IgG, anti-
IgG+M stimulaciot kovetden aktivalodtak, viszont anti-IgM-re nem reagaltak. Az
anti- IgG- vel és anti-IgG+M-mel stimulalt sejtek magasabb AUC és MAX Fluo-4 MFI-vel
rendelkeztek az NA sejtekhez képest (14. abra, 15. abra).
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14. 4bra. Sw, DN és ASC B sejtek Ca®* flux kinetika gorbéje. Az IgG-n keresztiili stimuléciora anti- human
F(ab")2 specifikus anti-IgG, IgM-en keresztiil F(ab')2 anti-human Fc5p specifikus anti-IgM-mel, IgG+M-en
keresztiil anti-humén F(ab")2 IgG+IgM (H+ L) aktivalészert hasznaltunk. X tengely: id6 (s), Y tengely:
standardizalt Fluo-4 median fluoreszcens intenzitds (MFI, alapvonal 1-re standardizalt). Az abra 1- 1
reprezentativ alany mintajanak értékeit mutatjak. Sw: IgD-CD27+ B sejt, DN: IgD-CD27- memoria B sejt;
ASC: CD19+CD27hiCD38hi sejt (Bajnok et al. 2023).
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15. abra. Az Osszes kinetikai paraméter hotérképe (heat map). A B sejtekben, T sejtekben és a B sejt-
alcsoportokban a nem aktivalt, valamint anti-IgG, anti-IgM ¢és anti-IgG+M aktivaloszerrel stimulalt mintak
kinetikai gorbe paramétereinek median értéke lathatd. n=15. Az id6 paraméterei masodpercben, a meredekség
paraméterei MFI (median fluoreszcens intenzitas) valtozas/masodpercben van megadva. A kiszamithatatlan
vagy biologiailag irrelevans paramétereket (példaul a T sejtek nem reagalnak az anti-IgG+M-re) sziirkén
hagytuk. Naiv: IgD+CD27- B sejt; NSw: [gD+CD27+ B sejt; Sw: IgD-CD27+ B sejt, DN: IgD-CD27-
memoria B sejt; ASC: CD19+CD27hiCD38hi sejt (Bajnok et al. 2023).

44



Az anti-IgG+M stimulécio hatdsara az 0sszes memoria B sejt alcsoport magasabb AUC,
MAX és Ending paramétereket ért el a naiv B sejtek képest. A NSw memoria B sejtek MAX
értékének Ca®* szintje alacsonyabb volt a Sw és DN memoria B sejtekhez képest (15. 4bra,
16. abra). Az ASC sejtekrdl ismert, hogy leszabalyozzék sejtfelszini Ig-expresszidjukat
(Sanz et al. 2019). Ezért érdekes, hogy képesek voltunk stimuldlni a periférias ASC sejteket
IgG-receptorukon keresztiil. Azonban ezek eltéré Ca®" flux mintdzatot mutattak a memoria
alcsoportokhoz képest. IgG expressziojuk ellenére a MAX értékiik alacsonyabb maradt a Sw
és DN memoria B sejtekhez képest. A csticsot kdvetéen az IC Ca®" szint fokozatosan
csokkent, és a mérés végére szinte teljesen visszatért az alapvonalhoz egyértelmii platofazis
nélkiil (16. abra). Mivel a Ca®" flux platofazisa nélkiilozhetetlen a c- Myc expresszi6jahoz
(Berry et al. 2020), amely a B sejtek ASC sejtekké differencidlodésa soran represszalodik
(Lin et al. 2000), eredményeink Osszhangban vannak a B sejt differencialodas soran

bekovetkez6 fiziologiai valtozasokkal.
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16. abra. Limfocitak és B limfocita alcsoportok Ca®" flux kinetika gorbéje IgG+M-en keresztiili anti-humén
F(ab")2 IgG+IgM (H+ L) aktivaloszerrel valo stimulaciot kovetden. X tengely: id6 (s), Y tengely: standardizalt
Fluo-4 median fluoreszcens intenzitas (MFI, tetszéleges mértékegység, 1-re szabvanyositott alapvonal). Naiv:
[gD+CD27- B sejt; NSw: IgD+CD27+ B sejt; Sw: IgD-CD27+ B sejt, DN: IgD-CD27- memoria B sejt; ASC:
CD19+CD27hiCD38hi sejt. Az abra egy reprezentativ alany mintajanak értékeit mutatjak (Bajnok és mtsai.,
2023).
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B sejtekbdl erdsebb reakcidt valtott ki a naiv B sejtekhez képest. A NSw memoriasejtek
szignifikansan magasabb AUC, MAX, Slope at 1st 50% és Ending value paramétereik voltak,
¢s gyorsabban érték el a Slope at Ist 50% value paraméter értékét, mint a naiv B sejtek

(17. abra).
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17. abra. Limfocitak és B limfocita alcsoportok Ca*" flux kinetika gorbéje [gM-en F(ab')2 anti-humén
FcSp-specifikus anti-IgM  aktivaloszerrel vald stimulaciot kdvetden. X tengely: idé (s), Y tengely:
standardizalt Fluo-4 median fluoreszcens intenzitas (MFI, tetszéleges mértékegység, 1-re szabvanyositott
alapvonal). Naiv: [gD+CD27- B sejt; NSw: IgD+CD27+ B sejt; Sw: IgD-CD27+ B sejt, DN: IgD-CD27-
memoria B sejt; ASC: CD19+CD27hiCD38hi sejt. Az abra egy reprezentativ alany mintajanak értékeit
mutatjak (Bajnok és mtsai., 2023).
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5. DISZKUSSZIO

Munkdénk soran optimalizaltunk egy Fluo-4 fluoreszcens kalciumindikator alapi &ramlési
citometrias modszert valds idejli kalcium flux monitorozasara. Ez a kisérleti megkozelités
lehet6vé teszi a kivalasztott B sejt alcsoportok Ca** flux jellemzdinek mérését a klasszikus
Ca?" kinetikai mérések sejtfelszini jeldléssel valo kombindldsival, amely specifikus
immunologiai kérdésekre szabhato. A sejtfelszini jelolés hozzdadasa lehetdvé teszi az
alcsoportok kapuzasaval torténd jobb elkiilonitést. Ez esetben a részletes paneltervezés €s a
miuszaki beallitasbol szdrmazd Fluo-4 jelvéltozasok figyelembevétele kulcsfontossagu.
Ebben a kisérletben egy széles kdrben elfogadott kapuzasi modszert alkalmaztunk a naiv és
kiilonbozé memoéria B sejtek azonositasira, a Fluo-4-AM-mel, mint Ca*" indikatorral

kombinalva.

A Kkisérleti tervezési szakaszban figyelembe kell venni a kutatasi kérdést, az eréforrasok
rendelkezésre allasat és a miiszaki lehetdségeket. A kéznél 1évo citométer nagymértékben
meghatdrozza a Ca®" indikator kivalasztisat és a mérés utani elemzés platformjat. A
ratiometrikus festékek, mint példaul a Fura-2 vagy az Indo-1 optimalis valasztasnak
bizonyulhat, azonban csak UV-lézerrel felszerelt citométereken hasznalhatok, ami nem
széles korben elérhetd. Az egyhullamhosszisagu festékek, példaul a Fluo-4 AM, jo
alternativat jelenthetnek az UV-lézer nélkiili citométerekhez. Azonban ezeket nem
kvantitativ mérésekre fejlesztették ki, ezért csak relativ dsszehasonlitas végezhetd az ilyen
adatokon. Kovetkezd 1épés a Ca’?* festékek fluoreszcens jeleinek normalizalasa, ami
lehetové teszi a kiilonbozd kisérleti napokon végzett kisérletek Osszehasonlitasat. A
Ratiometrikus festékeknél elegendé a Ca?’ kétott és mentes allapotok fluoreszcens jeleinek
elosztasa. Masrészt a fluoreszcens jelet el kell osztani az atlagos nyugalmi fluoreszcenciaval
az egyhullamu festékeknél, ami sziikségessé teszi a bazalis Ca>" jelének rogzitését (Paredes
et al. 2008). Ez felveti a kovetkezd kérdést a citométer felépitésével és a mintacséhoz vald
hozzaféréssel kapcsolatban. Mivel sok citométer nem rendelkezik ezzel a lehetdséggel, a
csOvet a baseline lemérését kovetden el kell tavolitani az aktivaloszer hozzdadasahoz.
Fiiggetleniil attol, hogy a mintacsd eltavolitasra keriil-e, a kinetikai paraméterek pontos

generalasahoz pontosan fel kell jegyezni az aktivaldszer hozzdadasanak idépontjat. Ez a
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funkcié nem érhetd el a gyakran hasznalt adatgyiijté szoftverekben. Ha a mérési adatokat a
mintacso eltavolitasa utdn csatoljak, az idéparaméter automatikusan rogzitésre keriil, és az
elemzés soran utdlag nem modosithatd, ami a kinetikai adatok torzulasahoz vezet. Mas
kinetikai elemzd platformokhoz képest a FacsKin ugy oldja meg ezt a problémat, hogy
lehetdséget kinal az aktivalastol a mérésig eltelt id6 pontos bevitelére. A FacsKin beépitett
normalizaciés funkcioval is rendelkezik, amely a mért alapvonal hosszdhoz igazithato,
megkonnyitve az adatok elemzését és a kiilonbozd alcsoportok, mérési napok ¢és
aktivaloszerek 0sszehasonlitasat. A kinetikus elemzési platformok 4ltal altalanosan hasznalt
simitasi modszeren kiviil a FacsKin egy algoritmust hasznal a fiiggvényeknek a Ca?" jel
kinetikai valtozasaihoz valo illesztésére, lehetévé téve a Ca?* jel pontos matematikai leirasat.
A Ca*' jelek specifikus cellularis valaszként vald értelmezése magaban foglalja a vélasz

crer

valtozasok dekodolésat (Scharenberg et al. 2007).

A kutatas soran meg kell hatarozni a vizsgalni kivant aktivaloszer tipusat. A kisérlet soran
megnéztilk a gyakran haszndlt B sejt aktivaloszerek (anti-IgG+IgM, anti-IgG, anti-IgM,)
hogyan befolyéasoljdk a keringd B limfocita alcsoportok kalcium flux mintdzatat.
Kisérletiinkben a naiv B sejtek sokkal kisebb, lassabb és hosszabb Ca®* flux valaszt adtak
anti-IgM ¢és anti-IgG+M aktivaloszerre, a tobbi memoria alcsoporthoz képest. A NSw sejtek
bazalis Ca?* szintje bizonyult a legmagasabbnak a tobbi B sejt alcsoporthoz képest. Ezek a
sejtek erés és gyors Ca*" kinetikaval reagaltak anti-IgM-re, viszont anti-IgG-re nem. Annak
ellenére, hogy IgM-et hasznaltak BCR-ként, a NSw B sejtek nem reagéltak gy, mint a naiv
B sejtek, hanem olyan Ca®* flux kinetikai mintazatot mutattak, mint az IgG-tipusa BCR (Sw
¢s DN) memoria alcsoportok. A MAX érték azonban alacsony volt a NSw sejtekben, ami
Osszhangban all az IgM ¢és IgG tipust BCR kozétti kiilonbségekkel (Engels €s mtsai., 2014;
Waisman ¢s mtsai., 2007). A Sw és DN memoriasejtek csak anti-IgG (és anti-IgG+M)
aktivaloszerre reagaltak, annak ellenére, hogy az IgM-et expresszalo sejtek koriilbeliil
10%- at tartalmaztak. Az IgG-re reagaldo Sw és DN memoériasejtek bazalis Ca®" szintje
hasonlé volt és Ca*" kinetikéjuk is kdzel azonos volt. Fontos megjegyezni, hogy mind a Sw,
mind a DN alcsoportokban a sejtek koriilbeliil fele nem expresszalt [gM-et vagy [gG-t, ami
valosziniileg az IgA tipusi memoriasejteknek felel meg. Ezt figyelembe kell venni a

memoria B sejt alcsoportok Ca?" kinetika elkiilonitését célzo kisérleti 9sszedllitasban.
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Az ASC-krdl ismert, hogy csokkentik a sejtfelszini Ig-expresszidjukat (Sanz et al. 2019), és
az érett PC-k (mPC, érett plazma sejt) talélésiik szempontjabdl inkabb a BAFF és az APRIL
(proliferaciot indukalo ligandum) jeleitdl fiiggenek, mint a BCR jelatviteltél (Benson et al.
2008; O'Connor et al. 2004). A legjabb tanulményok azonban azt mutattdk, hogy a
keringésben talalt ASC-k jelentds kiilonbségeket mutatnak a csontveld-rezidens mPC-khez
képest, példaul megtartjak a proliferacios képességiiket (Sanz et al. 2019). Keveset tudunk
az ASC-k Ca®" jelatvitelérél. Erdekes modon stimulalni tudtuk a periférias ASC-ket IgG
receptorukon keresztiil. A bazalis Ca?’ szintjilk hasonlé volt a Sw és DN memoria B
sejtekhez, ami arra is utal, hogy még nem értek el fiiggetlenséget a Ca®" jelatviteltdl. Az
ASC-k eltérd Ca** flux mintdzatot mutattak a memoria alcsoportokhoz képest. IgG
expressziojuk ellenére a MAX értékiik alacsonyabb maradt a Sw és DN memoria
alcsoportokhoz képest. Lassabban is érték el a MAX értéket. Ez a BCR stimuléacidra adott
elhtzddo valasz és az alacsonyabb cstcs valdszintileg a csokkent sejtfelszini IgG expresszid
és a BCR-hez kapcsolodd gatld jelatvitel kovetkezménye. A csucs utdn az IC Ca?" szint
fokozatosan csokkent, és a mérés végére majdnem visszatért az alapvonalhoz, ami tovabbi
SOCE ¢s NFAT szignalizacios kiilonbségekre utalhat. Ha az Osszes nagyobb B sejt
alcsoportot parhuzamosan vizsgaljuk, a kisérleti Osszeéllitisunkban hasznalt F(ab')2
fragmens anti-humén IgG+IgM (H+L) idedlis valasztas lehet, mivel keresztreaktivitast
mutat az 0sszes human Ig altipussal, megfeleld aktivalo jelet biztositva minden B sejt

alcsoport szamara.

A Ca*' kinetikai mérésekkel kombinalt sejtfelszini jeldlés szamos elénnyel jarhat a
sejtpopulaciok meghatdrozadsdhoz hasznalt sejt szortolassal szemben. Példaul bizonyos
periférids memoria B sejt alcsoportok ritkdk, és a sejt szortolas nem adna elegendd sejtet a
funkcionalis vizsgalatokhoz. Ez kiilondsen fontos a klinikai mintdk esetében, ahol etikatlan
lenne nagy mennyiségli vért venni autoimmunitasban vagy rosszindulatd daganatos
betegségben szenvedd betegektdl. A sejtfelszini festés azt is lehetdvé teszi, hogy
tanulményozzuk a kiilonbzé folyamatosan expresszaloddé markerek Ca’* kinetikajat
(példaul CD38 vagy CD25), ill. tobb markeren alapuld kapuzast is. A sejtfelszini markerek

szaméanak novelésekor automatizalt kapuzasi stratégiak és klaszterezési algoritmusok is
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hasznalhatok, azonban ezek torzithatjak a sejtek ingerekre adott valaszkészségét is, amit a

naiv B sejtek esetében is lathattunk.

A B sejt alcsoportok CD27 ¢és IgD expresszidjuk alapjan torténd meghatarozéasa az egyik
leggyakoribb kapuzasi stratégia. Kisérleteinkben azonban az anti-IgD-vel jel6lt naiv B sejtek
anti-IgG+M aktivaloszerre sokkal kisebb, lassabb és hosszabb ideig tartd Ca** flux valaszt
adtak az 6sszes memoria alcsoporthoz képest. Ez a visszafogott valasz az anti-IgD jelolés
altal generalt robusztus Ca*" szignal kovetkezménye lehet, amely nemcsak a naiv B sejtek
reakcioképességét csokkentette a késébbi IgD-n keresztiili stimuléciora, hanem az IgM-et
is. Ugy tiint, hogy az anti-IgD elékezelés csekély hatassal volt a NSw memoriasejtekre.
Meglepé médon, amikor elhagytuk az anti-IgD jeldlést, €s csak a CD27-et hasznaltuk a naiv
és a memoria B sejtek megkiilonbdztetésére, azt taldltuk, hogy a naiv sejtek nagyobb Ca?"
flux valaszt mutattak a BCR stimulaciora, mint a memoria alcsoportok. Ez ellentmond annak
az altalanos hipotézisnek, hogy a naiv B sejtek kevésbé reagalnak az ingerekre. Mind anti-
IgD elékezeléssel, mind anélkiil, a naiv B sejtek eltéréd Ca®" flux mintazatot mutattak a
memoéria B sejtekhez képest. Tovabba ez a naiv Ca*' flux mintdzat megmaradt a NSw
memoriasejtek IgD altal kivaltott valaszaban, mig az IgM altal kivaltott véalaszuk a
memoriamintdzat felé tolddott el, ami magasabb platot eredményezett a SOCE soran. Ez
alatdmasztja az IgD ¢és az IgM elkiiloniilt szerepét a B sejtekben, illetve a naiv és a memoria
alcsoportok kozott megfigyelt kiilonbségek nem csupan a BCR Ig-tipusdnak a
kovetkezményei. A kisérleti tervezés sordn gondosan mérlegelni kell a kutatasi célt. Ha az
elsédleges cél a naiv B sejtek Ca** flux jellemz8inek megértése, az IgD-t ki kell hagyni a
sejtfelszini panelbdl, és helyette méas markerek segitségével (CD27, CD24 ¢és CD38)
meghatdrozni az alcsoportokat. Ezek a jelolések nem képesek elkiiloniteni a memoria

alcsoportokat, de a naiv és tranzicionalis B sejt populdci6 jol meghatarozhato.

Az aktivaloszer kivalasztasa utan a funkcionalisan eltérd B sejt alcsoportok eltérd aktivalasi
kiiszobértékeit is figyelembe kell venni, amit az anti-IgG+M titralasaval mutatunk be.
Megmértiink egy pontot, amely felett egy tiszta plato fazis jelenik meg, ami a SOCE-nak
tulajdonitott ,,mindent vagy semmit” jelenségre utal. E kiiszob felett a platd szint
dozisfiiggden tovabb emelkedett. Alacsonyabb aktivalasi kiiszobot figyeltiink meg az [gG-t

expresszaldo memoria B sejt alcsoportokban (Sw és DN), mind az [gM-et expresszald6 NSw
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memoriasejtekhez, mind a naiv sejtekhez képest. Ez a BCR tipusban kodolt inherens
kiilonbség a Grb2 mukodéséhez kapcsolodik (Waisman et al. 2007). Mig a Grb2 szerepet
jatszik a membranhoz kotott [gM-tipusa BCR-ben a gétlo szignaloszoma sszedllitdsaban,
addig a membranhoz kétott IgG tipusi BCR-ban aktivalo és jelerdsitd hatassal bir a Ca?*
jelatviteli 1t stabilizalasan keresztiil (Baba & Kurosaki 2016; Engels et al. 2014). Ez a
mechanizmus feltehetéen noveli az IgG-tipusut BCR antigénérzékenységét az aktivacios
kiiszob csokkentésével (Engels et al. 2014), és ezt megerdsitettiik human periférias B sejt

alcsoportokban is.

Osszefoglalva, sikeriilt megvizsgalnunk a kiildnbdzé aktivaloszerek eltérd Ca®* kinetik4jat,
és a Ca®" flux gorbék jellemzdit, amik szorosan dsszefiiggenek az egyes B sejt alcsoportok
funkciondlis jellemzdivel. Kimutattuk, hogy a kiilonbozé aktivaloszerek eltéré Ca?* flux
valaszokat valtanak ki, és a Ca®" flux gorbék jellemzéi korrelalnak a B sejt alcsoportok
differencialodasi stddiumaval. Ezeket az egészséges egyének B sejtjeibol szarmazd
eredményeket figyelembe kell venni, amikor olyan kisérleteket terveziink, amelyek a B
sejtek immunpatologids allapotokban torténd mitkodését vizsgaljak. Azzal, hogy kiilon
kiilon is stimuldltuk a B sejteket anti-IgG és anti-IgM aktivaloszerrel, egy részletekbe
mendbb képet kaptunk a kiilonb6zd B sejt alcsoportokat érintd, a szignalizaciojukat
befolyasold lehetséges tényezOokrdl. Bar a preaktivacid hatdssal van a naiv B sejtek kalcium
flux valaszara, az altalunk késdbbiekben vizsgalni kivant egészséges és beteg mintak B sejt
alpopulacioinak kalcium kinetikajanak Osszehasonlitasat ez nem befolyasolja. Ezek az
eredmények hangsulyozzak a sejtek funkciondlis jellemzésének sziikségességét, mivel a
Ca?" flux valaszreakcioi 0j informaciokat tartak fel a sejtfelszini receptor expresszids
mintdzatokhoz képest. BCR jelatviteli utvonal mutacioi, kiilondsen azok, amelyek
megvaltoztatjak a Ca?" mobilizaciot, megvaltozott B sejt aktivaciot, differenciaciot, torz
humoralis immunvalaszt, autoimmun rendellenességet és B sejtes rosszindulati daganatokat

eredményeznek (Baba & Kurosaki 2016; Berry et al. 2020; Rawlings et al. 2017).
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6. OSSZEFOGLALAS

Az IC Ca*" koncentraci6 valtozasa az egyik leggyorsabb vélasz az emléssejtekben (Vines et
al. 2010) és ennek dinamikus valtozésai szabalyozzak a limfocitak immunolégiai sorsanak
és mitkddésének legtdbb aspektusat (Baumgarth 2000). Az IC Ca** koncentraciot az aktiv
transzport és a Ca>* koncentraci6 gradiens-vezérelt valtozasanak egyensulya hatarozza meg,
amely tobbféle receptor és szignalizacios Gitvonalat is befolyasol (Scharenberg et al. 2007).
Az aramlési citométer lehetdvé teszi tobb ezer sejt folyamatos monitorozéasat fényszorasi
jellemzoik és specifikus ingerekre adott szelektiv reakcioi alapjan (Bajnok et al. 2013), ami
lehetdséget ad ugyanazon minta kiilénbzé B limfocita alcsoportjaiban a Ca** flux kinetika
Osszehasonlitasara.

Munkénk els6 fazisaban egy aramlasi citometrian alapuldé modszert standardizéaltunk
kiilonbozo aktivaloszerek felhasznalasaval, hogy megvizsgaljuk a keringd huméan B
limfocitak Ca" flux jellemzdit egészséges egyénekben. Megallapitottuk, hogy a kiilénboz6
aktivaloszerek eltérd Ca?’ flux vélaszokat véltanak ki, és hogy a B sejt alcsoportok
specifikus fejlédési stadiumtol fiiggd Ca®* flux valaszmintakat mutatnak. A naiv B sejtek
jelentésebb Ca?" fluxszal reagaltak a BCR-stimul4ciora, mint a memoria B sejtek. A NSw
memoriasejtek az anti-IgD stimulaciéra naiv Ca®" flux mintazattal reagaltak, mig az anti-
IgM valaszuk memoriaszerii volt. Az ASC-k megorizték IgG-reszponzivitasukat, de
aktivalodaskor tjra redukalt Ca?" valaszokat mutattak, ami azt jelzi, hogy a Ca" jelatviteltsl
valo fiiggdségiik csokkent.

A Ca*" flux egy relevans funkcionalis teszt a B sejtek szdmara, és ennek véltozasai
betekintést nyujthatnak a B sejt aktivacid patologias fejlodésébe. Ez a modszer
felhasznalhato periférias B sejt alcsoportok tanulméanyozéaséara egészséges és koros allapotok
Osszehasonlitasara, példaul autoimmun betegségekben vagy B sejtes rosszindulata

daganatokban.
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BCR STIMULACIORA ADOTT FOKOZOTT VALASZKESZSEG
A HASHIMOTO THYREOIDITISHEZ KAPCSOLODO
INFERTILITASBAN

7. EREDMENYEK

7.1. Prevalencia

A B ¢és T limfocitak prevalencidja hasonld volt a kiilonb6z6 betegcsoportokban. A B sejt
alpopulaciokon beliil a naiv B sejtek prevalenciaja magasabb volt a H2 csoportban, mint a
HIE csoportban (p=0.0230), mig a H2 csoportban szignifikansan alacsonyabb volt a
memoriasejtek szama, mint a HIE betegeknél (p=0.0230) (18. abra/A).
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18. abra. A naiv és memoria B sejt alcsoportok (A), a memoria B sejt alcsoportok (B) és CD25+ B sejt
alcsoportok (C) prevalenciaja.
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18. abra. A naiv és memoria B sejt alcsoportok (A), a memoria B sejt alcsoportok (B) és CD25+ B sejt
alcsoportok (C) prevalenciaja. A piros jeldlések a csoportok kozotti, a feketék az azonos B sejt populacion
beliili 6sszehasonlitdsokat mutatjak. EK: egészséges kontrollok (n=12); HT: Hashimoto thyreoiditis, H1:
hipotiroid betegek a kezelés el6tt (n=14); H2: HT-s, eutiroid betegek, levotiroxin kezelés utan (n=12); HIE:
HT, infertilis, eutiroid betegek (n=14); Naiv: IgD+CD27- B sejtek; NSw: IgD+CD27+ B sejtek; Sw: IgD-
CD27+ B sejtek, DN: IgD-CD27- memoria B sejtek. A csoportok kozotti és a B sejt alpopulaciokon beliili
kiilonbségeket kétiranyd ANOV A-val és Tukey post hoc teszttel értékeltiik. A HI-H2 6sszehasonlitasokat
vegyes hatdselemzést és a Sidak- féle tobbszords 6sszehasonlito tesztet alkalmaztunk. Az oszlopok a limfocita

~~~~~~

#p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001 (Serény-Litvai et al. 2022).

A NSw (p=0,0289) és a Sw (p=0,0196) B sejtek prevalenciaja szignifikdnsan magasabb volt
a HIE csoportban, mint a H2 betegeknél (18. abra/B). Ha a CD25-6t expresszalo sejtek
prevalencigjat vizsgaljuk az 6sszes B sejt alpopulacion beliil, nem volt kiilonbség az EK, a
H1 ¢és HIE csoportban, viszont szignifikdnsan alacsonyabb volt a H2 csoportban
(vs EK p=0,0008, vs H1 p=0,0021, vs HIE p=0,0003). A DN memoriasejtek prevalenciaja
alacsonyabb volt a H2 csoportban, mint a HIE csoportban (p=0,0121) (18. abra/C).

7.2. Bazalis Fluo-4 Median Fluoreszcencia Intenzitas

A Fluo-4 kalciumindikator festék median fluoreszcencia intenzitdsa (MFI) korrelal a sejtek
bazélis kalciumszintjével. A teljes B sejt populacido Fluo-4 MFI értéke szignifikansan
magasabb volt a HIE csoportban az EK (p=0,0186) és H2 csoporthoz (p=0,0053) képest
(19. abra/A). A kiilonb6zé B sejt alcsoportokat tekintve megnovekedett bazélis Fluo-4
intenzitast tapasztaltunk a HIE csoport naiv B sejtjeiben a H2 csoporthoz képest (p=0,0320).
Hasonlo, kifejezettebb elvaltozasokat lattunk az 6sszes memoria B sejt alcsoportban is. A
HIE csoport NSw alpopulécioja szignifikdnsan magasabb bazalis kalciumszintet mutatott,
mint az EK (p=0,0168) ¢és H2 (p=0,0017) csoport. Az Sw sejtek bazalis kalciumszintje
szintén magasabb volt a HIE csoportban, mint EK (p=0,0067), HI (p=0,0437) és H2
(p=0,0022) csoportban. A HIE DN memoria alcsoportja szintén emelkedett bazalis Fluo-4
MFI értéket mutatott az EK (p=0,0201) ¢s H2 (p=0,0054) csoporthoz képest (19. abra/A).

A betegcsoportok kozotti bazalis kalciumszint kiilonbségeinek vizsgalatakor, fliggetlentil az
alpopulécio alapu csoportositastol, a kovetkezd dsszehasonlitdsokban talaltunk szignifikans

kiilonbségeket: EK < HIE (p <0,0001), HI < HIE (p<0,0001), H2 < HIE (p<0,0001),
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H1>H2 (p=0,0016) (19. abra/B). Ez a B sejtek bazalis kalciumszintjének altalanos

csokkenését jelzi levotiroxin kezelés hatasara.
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19. abra. A Fluo4 bazalis median fluoreszcencia intenzitasa B sejt alpopulaciokban (A), p érték a B sejtek
alpopulacio alapu csoportositasatol fiiggetlen betegesoportok dsszehasonlitasa (B) EK: egészséges kontrollok
(n=12); HT: Hashimoto thyreoiditis, H1: hipotiroid betegek a kezelés el6tt (n=14); H2: HT-s, eutiroid betegek,
levotiroxin kezelés utan (n=12); HIE: HT, infertilis, eutiroid betegek (n=14); Naiv: [gD+CD27- B sejtek; NSw:
IgD+CD27+ B sejtek; Sw: IgD-CD27+ B sejtek, DN: IgD-CD27- memoria B sejtek. A csoportok kozotti és a
B sejt alpopulacidkon beliili kiilonbségeket kétiranyt ANOV A-val és Tukey post hoc teszttel értékeltiik. Az
egyes betegcsoportok kozotti dsszehasonlitdsok soran vegyes hatdselemzést és a Sidak- féle tobbszoros
0sszehasonlitd tesztet alkalmaztunk. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001 (Serény-Litvai et al.
2022).

A B sejtek CD25 expresszioja alapjan torténd csoportositasa soran hasonlo eltérések voltak
jelen mind a CD25-, mind a CD25+ B sejt alcsoportokban. A HIE csoport CD25- B sejtjei
magasabb bazalis kalciumszintet mutattak, mint a H2 csoport (p=0,0207). Ez a kiilonbség a
két csoport kozott minden CD25- B sejt memoria alcsoportban jelen volt (NSw, p=0,0123;
SW, p=0,0045; DN, p=0,0066) (20. abra/A).

A kiilonboz6 betegcsoportok CD25- B sejtek bazalis kalciumszintjének dsszehasonlitasa

soran, fliggetleniil a sejtek alpopuldcié alapt csoportositasatol, a HIE betegek bazalis
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kalciumszintje szignifikdnsan magasabb volt az 0Osszes tobbi csoporthoz képest (vs
EK p<0,0001, vs H1 p<0,0001, vs H2 p<0,0001), és a H1 és H2 csoport kozotti kiilonbség
is szignifikans volt (p=0,0014) (20. abra/B).

A HIE betegek magasabb bazalis Fluo-4 MFI-t mutattak a H2 betegekhez képest a teljes
CD25+ B sejt populécioban (p=0,009) ¢és az 0Osszes alcsoportban (naiv p=0,0178,
NSw p=0,0070, Sw p=0,0093, DN p=0,0162) (20. abra/C).
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EK H1 H2 HIE EK H1 H2 HIE
EK - 0.9998 0.1144 | <0.0001 EK - 0.9957 0.1467 <0.0001
H1 0.9998 - 0.0014 | <0.0001 H1 0.9957 - 0.0011 <0.0001
H2 0.1144 0.0014 - <0.0001 H2 0.1467 0.0011 - <0.0001
HIE <0.0001 | <0.0001 | <0.0001 - HIE <0.0001 | <0.0001 | <0.0001

20. abra. CD25- (A) ¢és CD25+ (B) B sejtek Fluo-4 bazalis median fluoreszcencia intenzitdsa. A
betegcsoportok CD25- (C) és CD25+ (D) B sejt p értékeinek alpopulacio alapu csoportositasatol fliggetlen
Osszehasonlitasa. EK: egészséges kontrollok (n=12); HT: Hashimoto thyreoiditis, H1: hipotiroid betegek a
kezelés el6tt (n=14); H2: HT-s, eutiroid betegek, levotiroxin kezelés utan (n=12); HIE: HT, infertilis, eutiroid
betegek (n=14); Naiv: IgD+CD27- B sejtek; NSw: I[gD+CD27+ B sejtek; Sw: IgD-CD27+ B sejtek, DN: IgD-
CD27- memdria B sejtek. A csoportok kozotti és a B sejt alpopulacidkon beliili kiilonbségeket kétiranyu
ANOVA-val és Tukey post hoc teszttel értékeltiik. Az egyes betegesoportok kozotti 6sszehasonlitasok sordn
vegyes hataselemzést és a Sidak- féle tobbszords dsszehasonlitd tesztet alkalmaztunk. *p<0,05, **p<0,01,
*¥**p<0,001, ****p<0,0001 (Serény-Litvai et al. 2022).

A CD25+ B sejtpopulécio bazalis Fluo-4 intenzitasanak 6sszehasonlitasakor, fliggetleniil az
alpopulécio alapu csoportositastol, a HIE betegek bazalis Fluo-4 MFI értéke szignifikdnsan
magasabb volt az 0sszes tobbi csoporthoz képest (vs EK p<0,0001, vs HI p<0,0001, vs
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H2 p<0,0001), és a H1 és H2 csoport kozotti kiilonbség is szignifikans volt (p=0,0011)
(20. abra/D). Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy az infertilis, eutiroid betegek B
sejtjeinek bazalis kalciumszintje magasabb a tobbi csoporthoz képest. Tovabba, ugy tlnik,
hogy a levotiroxin kezelés csokkenti a B sejtek bazalis kalciumszintjét, bar egyik sem
kiilonbozott az egészséges kontroll csoporttol. Ez a kiilonbség mind a CD25-, mind a CD25+

B sejt populaciokban jelen volt.

7.3. B limfocita alcsoportok Fluo-4 MFI valtozasa BCR stimulaciot kovetéen

7.3.1. A naiv B sejtek Fluo-4 MFI valtozasa BCR stimulaciot kovetéen

Osszehasonlitottuk a BCR stimulacié altal kivaltott Ca** flux tulajdonsagait a kiilonbdzo
betegcsoportok CD25+ és CD25- naiv B sejtjeiben. A Fluo-4 MFI maximalis értéke
(Maximum value, MAX) korrelal az aktivalas soran elért maximalis citoplazmatikus Ca®"
szintjével. A naiv CD25+ sejtek MAX Fluo-4 MFI értéke minden betegcsoporton beliil
szignifikansan magasabb volt a teljes naiv populacidhoz és a naiv CD25- sejtekhez képest.

A betegcsoportok kozott szignifikdns kiilonbséget nem mutattunk ki (21. abra/A).

Az Ending value a mérési periddus végén 1évo Fluo-4 MFI-t mutatja, ami jelen esetben az
aktivacio platéfazisaban van, tehat ez az érték reprezentalja a platofazis IC szabad kalcium
értéke csak az EK csoportban emelkedett; a H1, H2 és HIE betegek nem mutattdk ezt a
kiilonbséget a CD25+ és CD25- sejtek kozott. Az HIE csoport azonban magasabb Fluo-4
intenzitast mutatott, mint a H1 (p=0,0269) és a H2 (p=0,0050) csoport (21. abra/B).

A HI csoport CD25+ naiv sejtjei szignifikansan tobb 1d6t igényeltek az aktivalas maximalis

Fluo-4 MFI értékének eléréséhez (Time to reach maximum value), mint az EK csoportban

(p=0,0028) (21. abra/C).

Az aktivalas leszallo fazisdban a H2 csoport CD25+ sejtjeinek tobb idére volt sziikséglik a

gorbe masodik 50%-os értékének eléréséhez (Time from maximum to second 50% value),
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ami azt jelzi, hogy tobb iddre volt sziikségliik az IC szabad kalcium koncentracid

csokkentésére, mint az EK csoportban (p=0,0451) (21. abra/F).

Az aktivalas felszalld fazisanak meredeksége (Slope at first 50% value) szignifikansan
meredekebb a CD25+ sejtekben az EK, HI1 és HIE csoportokban a CD25- sejtekhez és a
teljes naiv populaciohoz képest (21. abra/G).

Az aktivalas leszallo szakaszanak meredeksége (Slope at second 50% value) a H2 csoport
CD25+ sejtjeinél szignifikansan meredekebb volt, mint a CD25- sejteknél (p=0,0024) és a
teljes naiv B sejt populdcional (p=0,0024). Tovabba a H2 naiv CD25+ sejtjei szignifikansan
meredekebb leszallo fazist mutattak a masodik 50%-os értéknél, 6sszehasonlitva H1 csoport

naiv CD25+ sejtjeivel (p=0,0475) (21. abra/H).

A gorbe alatti teriilet (4UC) korrelal a naiv B sejtek teljes kapacitasaval, azaz a BCR
stimuldci6 altal kivaltott valasz nagysagaval. A kordbbi eredményeknek megfelelden a
CD25+ naiv B sejtek AUC értéke minden betegcsoportban magasabb volt, mint a CD25- és
a teljes naiv B sejt populacioban. A HIE csoport teljes naiv B sejtjeinek AUC értéke
magasabb volt az EK (p=0,0200), a H1 (p=0,0130) ¢és a H2 (p=0,0009) csoporthoz képest.
Tovéabba a HIE csoport CD25+ naiv B sejtjei magasabb AUC értékkel rendelkeztek, mint a
H2 csoport (p=0,0070) (21. abra/l).
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21. abra. Teljes naiv, naiv CD25- és naiv CD25+ B sejtek kalcium flux kinetika adatai. (A) Maximum value, (B) Ending
value, (C) Time to reach maximum, (D) Time to first 50% value, (E) Time from first 50% to maximum, (F) Time from
maximum to second 50% value, (G) Slope at the first 50% value, (H) Slope at second 50% value, (I) Area under curve
(AUC). EK: egészséges kontrollok (n=12); HT: Hashimoto thyreoiditis, H1: hipotiroid betegek a kezelés el6tt (n=14); H2:
HT-s, eutiroid betegek, levotiroxin kezelés utan (n=12); HIE: HT, infertilis, eutiroid betegek (n=14); Naiv: [gD+CD27- B
sejtek; NSw: IgD+CD27+ B sejtek; Sw: IgD-CD27+ B sejtek, DN: IgD-CD27- memdria B sejtek. A csoportok kdzotti
kiilonbségeket kétiranyit ANOVA-val és Tukey post hoc teszttel értékeltiik. Az egyes betegcsoportok kozotti
Osszehasonlitasok soran vegyes hataselemzést és a Sidak- féle tobbszords 6sszehasonlité tesztet alkalmaztunk. Az adatok
egyedi értékekként vannak abrazolva, a kdzéps6é vonal az atlagot jeldli. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001

(Serény-Litvai et al. 2022).
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7.3.2. A memdria B sejtek Fluo-4 MFI valtozasa BCR stimulaciot kovetoen

A NSw memoria B sejtek kalcium kinetikajanak vizsgalatakor azt talaltuk, hogy a naiv B
sejtekhez hasonloan a CD25+ B sejtek is magasabb MAX értékkel rendelkeztek, mint a teljes
NSw alcsoport és a CD25- B sejtek. A betegcsoportok Osszehasonlitdsakor a CD25 alapu
csoportositastol fiiggetleniil azt talaltuk, hogy a MAX Fluo-4 MFI magasabb volt a H2
csoportban, mint a Hlcsoport (p=0,0385) (22. abra/A).

A NSw CD25+ sejtek Ending value Fluo-4 MFI-je is magasabb volt a H1, H2, HIE
csoportokban, mint a teljes NSw alpopulacidban vagy a CD25- B sejtekben. Tovabba a HIE
csoport CD25+ sejtjeinek Ending value Fluo-4 MFI-je szignifikdinsan magasabb volt az EK
csoporthoz képest (p=0,0357). A betegcsoportok Osszehasonlitasanal, fliggetleniil a CD25
alapt csoportositastol, a HIE csoport szintén magasabb Fluo-4 MFI-vel rendelkezett az EK
csoporthoz képest (p=0,0308) (22. abra/B).

A NSw CD25+ B sejtek AUC értekei mindharom (H1, H2, HIE) betegcsoportban
szignifikansan magasabb volt, mint a CD25- NSw B sejteké, és hasonldé tendencia
mutatkozott az EK csoportban is. A HIE betegek CD25+ B sejtjei kiemelkedéen magas AUC
értékkel rendelkeztek, az EK csoport NSw CD25+ B sejtjeihez képest. Ha a
betegcsoportokat vizsgaljuk, fiiggetleniil a CD25 expresszi6 alapi csoportositastol, a HIE
betegek NSw B sejtjeinek 4UC értéke magasabb volt az EK (p=0,0097) és H1 (p=0,0121)
csoportokhoz képest (22. abra/C).

A HIE csoport Sw memoria B sejtjei magasabb MAX, Ending value és AUC értékeket
mutattak az EK csoporthoz képest (p=0,0487, p=0,0282 és p=0,0015) (22. abra/D, E és F).
Az Sw CD25+ B sejtek is magasabb Ending value Fluo-4 MFI-t értek el a HIE betegek
CD25- sejtjeihez képest (p=0,0479) (22. abra/E).
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22. abra. Memoria B sejt alcsoportok kalcium flux kinetikai adatai.
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22. abra. Memoria B sejt alcsoportok kalcium flux kinetikai adatai. Teljes NSw, CD25- és CD25+ memoria
B sejtek: (A) Maximum value, (B) Ending value, (C) AUC. Teljes Sw, CD25- ¢s CD25+ Sw memoria B sejtek:
(D) Maximum value, (E) Ending value, (F) AUC. Teljes DN, CD25- és CD25+ memoria B sejtek: (G)
Maximum value, (H) Ending value, (I) AUC. EK: egészséges kontrollok (n=12); HT: Hashimoto thyreoiditis,
HI: hipotiroid betegek a kezelés el6tt (n=14); H2: HT-s, eutiroid betegek, levotiroxin kezelés utan (n=12);
HIE: HT, infertilis, eutiroid betegek (n=14); Naiv: IgD+CD27- B sejtek; NSw: [gD+CD27+ B sejtek; Sw: IgD-
CD27+ B sejtek, DN: IgD-CD27- memoria B sejtek. A csoportok kozotti kiillonbségeket kétiranyt ANOVA-
val és Tukey post hoc teszttel értékeltiik. Az egyes betegcsoportok kozotti dsszehasonlitdsok sordn vegyes
hataselemzést és a Sidak- féle tobbszoros 0sszehasonlitod tesztet alkalmaztunk. Az adatok egyedi értékekként
vannak abrazolva. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001 (Serény-Litvai et al. 2022).

Mind a H1, mind a HIE betegek DN memoria B sejtjei magasabb MAX Fluo-4 MFI értékeket
értek el az EK csoporthoz képest (p=0,0102 és p=0,0449) (22. abra/G). A DN CD25+ B
sejtek magasabb Ending value értéket értek el, mint a CD25- sejtek a H1 (p=0,0202) és a
HIE (p=0,0067) csoportban (22. abra/H). A HIE csoportban a DN CD25+ B sejtek AUC
értéke magasabb volt a DN CD25- sejteknél. A HIE betegek DN memoria B sejtjeinek AUC
értéke Osszességében magasabb volt az EK csoporthoz képest (p=0,0359) (22. abra/l).
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8. DISZKUSSZIO

Ebben a vizsgalatban a B sejtek kalcium kinetik4jat vizsgaltuk BCR stimulaciot kdvetden
autoantitest pozitiv, eutiroid, infertilis, nékben; autoantitest pozitiv, hipotiroid, betegekben
levotiroxin kezelés elott és utdn, valamint az ¢életkornak megfeleld egészséges
kontrollokban. A B limfocitdk funkcionalis valtozésait kordbban soha nem vizsgéltdk
Hashimoto féle pajzsmirigygyulladdsban vagy az ehhez kapcsolodd infertilitisban. Az
eutiroid, infertilis betegek B sejtjei magasabb preaktivacios kalcium szintet és BCR
stimulacidoval szembeni valaszkészséget mutattak, amit a megvaltozott kalcium flux
kinetikai paraméterek is jeleznek az egészséges kontrollhoz és a hipotiroid betegcsoporthoz
képest. Meglepd modon csak minimalis kiillonbséget talaltunk a hipotiroid betegek és az
egészséges kontrollok B sejtjeinek kalcium kinetikaja kozott. A hipotiroidizmus B sejtek
mukodésére gyakorolt kozvetlen hatadsanak kizarasara a levotiroxin potlast kdvetden is
vizsgaltuk a HT-s betegek B sejtjeinek kinetikdjat. A TSH szintek normalizalédéasa utan
ezeknél a betegeknél a bazalis kalciumszint csokkent a kezelés eldttihez képest, bar sem a
kezelés elotti, sem az utani értékek nem tértek el az egészséges kontrolloktol. Még
érdekesebb, hogy a levotiroxin kezelés csOkkentette a CD25+ B sejtek prevalencidjat,
amelyekrdl feltételezhetd, hogy fontos szerepet jatszanak a T sejtek periférias antigén
csokkenésébdl is adodhat és ennek kovetkeztében alacsonyabb autoantigén felszabadulast

eredményezhet, vagy a levotiroxin kozvetlen hatasa is lehet.

Osszhangban korabbi eredményekkel, miszerint a CD25+ B sejtek egy funkcionalisan eltérd
csoportot képviselnek (Brisslert et al. 2006), mi is azonos kovetkeztetésre jutottunk a
vizsgalatunk sordn. A CD25+ B sejtekben a BCR stimuldciéval szembeni fokozott
érzékenységet talaltunk a naiv és NSw alcsoportokban a CD25- sejtekhez képest az EK,
valamint minden betegcsoportban. Fontos megjegyezni, hogy a Sw ¢s DN memoriasejtekben
a CD25+ és CD25- populaciok kozotti BCR stimulécioval szembeni fokozott érzékenység
csak a HI és HIE betegcsoportokban volt kimutathato, és kevésbé volt kifejezett, mint a naiv
és NSw alcsoportokban. A CD25+ B sejtek megvaltozott Ca** flux természetének megértése

tovabbi kisérleteket igényel.
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Meglepd moédon kevés kiilonbséget talaltunk a hipotiroid HT (H1) betegek €s az egészséges
kontrollok k&zott a periférias B sejtek Ca?* flux véalaszaban. Ugyanakkor emelkedett bazalis
kalciumszintet és fokozott BCR valaszt tapasztaltunk a periférias B sejt alcsoportokban
autoantitest pozitiv, infertilis, eutiroid (HIE) betegekben. A bazélis kalciumszint
szignifikansan magasabb volt az infertilis betegekben (HIE) az 6sszes B sejt populacioban
és minden memoria alcsoportban az egészséges kontrollhoz képest. Erdekes modon az
emelkedett bazalis Ca*" szint nemcsak a CD25+ B sejt alcsoportokban, hanem a CD25-
memoria alcsoportokban is jelent volt. Tovabba sikeriilt kimutatnunk az eutiroid, infertilis
betegek (HIE) B sejtjeinek BCR stimuléacidoval szembeni fokozott érzékenységét. Ezt a
kalcium kinetika paramétereiben talalt finom kiilonbségek is tiikkrozik. Az infertilis betegek
(HIE) naiv B sejtjei fokozott kalcium valaszt mutattak az egészséges kontrollcsoporthoz
képest, amit az emelkedett A UC érték jelez. Az éretlen B sejt klonok BCR stimulaciora adott
mérsékelten fokozott valaszreakcioja elonyt jelenthet a pozitiv szelekcido soran. A BCR
jelerdsségének enyhe emelkedése mar elegendd lehet a B sejteken beliili autoimmunités
kialakuldsdhoz (Rawlings et al. 2017). Ezek az eltérések a memoria alcsoportokban is jelen
voltak. Az infertilis betegek NSw memoria B sejtei és azon beliil is foként a CD25-t
expresszalo sejtek magasabb kalciumszintet mutattak az Ending value és AUC értékekben.
A Sw és DN memoria B sejtek BCR stimuléciora szintén fokozott érzékenységet mutattak

az infertilis betegekben (HIE) az egészséges kontrollhoz képest.

Tovabbi kiilonbségeket figyeltiink meg a hipotiroid (H1) és az autoantitest pozitiv, eutiroid
infertilis (HIE) betegcsoportok kozott is. Az infertilis betegek (HIE) B sejtjeinek dsszesitett
bazalis kalciumszintje magasabb volt az O6sszes tobbi csoporthoz képest, beleértve a
hipotiroid betegeket (H1) is. Azonban kiilonbségek az eutiroid, infertilis (HIE) és a
hipotiroid csoport (H1) kalcium kinetikdja kozott csak a naiv és a NSw memoria
alcsoportokban voltak jelen. Az infertilis csoport (HIE) naiv B sejtjei magasabb Ending
value, a NSw B sejtekben magasabb Ending value ¢s AUC értékeket mutattak a hipotiroid
csoporthoz (H1) képest. Ez kiilonbséget jelez az ujonnan képzdédott, naiv és memoria B
sejtek funkcidjaban, amelyek még nem estek at izotipusvaltason. A Sw és a DN memoria
alcsoportok viszont hasonld kalcium kinetika jellemzoket mutattak ebben a két
betegcsoportban. A DN memoriasejtek példaul hasonléan emelkedett MAX értékekkel
rendelkeztek mind a hipotiroid (H1), mind az eutiroid, infertilis csoportban (HIE) az
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egészséges kontrollhoz képest. Ezek az eredmények fokozott Ca®* flux véalaszt mutatnak az
autoantitest pozitiv, eutiroid, infertilis betegek (HIE) periférias B sejtjeiben. Az infertilis €s
hipotiroid betegek valdszinilileg a pajzsmirigybetegség eltérd staddiumaban vannak, ami
hatassal lehet az autoimmun valaszreakci6 jellemzdire. Az autoantitest pozitiv, infertilis,
eutiroid betegek (HIE) pajzsmirigyfunkcidja tovabbra is fenntartott, igy a megfigyelt
eltérések a pajzsmirigy betegség korabbi stadiuménak sajatossagai lehetnek. A hipotiroid
csoportban (H1) a pajzsmirigy szdvetkarosodasanak jelei a pajzsmirigy ultrahang és a
csokkent pajzsmirigyfunkcié alapjan nyilvanvaléak, ami évek 6ta fennalldé autoimmun
gyulladasra utal. Ezek a periférias B sejt diszfunkciora vonatkozo megfigyelések autoantitest
pozitiv, infertilis, eutiroid betegeknél (HIE) alatdmasztjak azt a hipotézist, miszerint a
pajzsmirigy antigénekkel szembeni tolerancia elvesztése inkabb a periféridn kezdddik, mint
magaban a pajzsmirigyben. Mésrészt, a B sejtek fokozott Ca’" flux valasza egy szisztémds

autoimmun diszfunkcio része lehet, amely mind az infertilitas, mind a HT gyakori oka lehet.

Osszefoglalva, ugy tinik, hogy szisztémas immunrendszeri diszfunkcié van jelen az
autoantitest pozitiv, eutiroid, infertilis betegekben, ami nem all fenn a hipotiroid betegeknél.
Adataink alatdmasztjdk a BCR stimuldcioval szembeni fokozott valaszkészség szerepét a
pajzsmirigy autoimmunitas €és az infertilitds korai szakaszaban. Ez azt jelentheti, hogy a
pajzsmirigy csak az egyik célpontja az autoreaktiv B sejteknek, azonban tovabbi vizsgalatok
sziikségesek a Hashimoto-féle pajzsmirigygyulladas és az infertilitds Osszefliggésének

megértésehez.
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9. OSSZEFOGLALAS

Az Hashimoto thyreoiditis elsé fazisdban az pajzsmirigy ellenes autoantitest termelés a
kozponti jellemzd, amely felveti a B limfocitak és a T-B limfocita interakciok szerepét is a
patogenezisben. Bar a Hashimoto-féle pajzsmirigygyulladést klasszikusan T sejtek altal
kozvetitett rendellenességnek tekintik, sok nyitott kérdés maradt az autoreaktiv sejtek
megjelenésével kapcsolatban. Az Gjabb bizonyitékok azt mutatjdk, hogy a B sejt receptor
(BCR) altal indukalt kalcium-jelatvitel valtozasai kulcsfontossaguak lehetnek az

autoimmunitas kialakulasaban.

Ezért munkank masodik fazisdban arra torekedtiink, hogy megvizsgaljuk a B limfocitak
kalciumaram vélaszat a BCR stimuléciora Hashimoto-féle pajzsmirigygyulladasban és a
hozza tarsul6 infertilitdsban. Periférias vérmintat gytijtottiink autoantitest pozitiv eutiroid,
infertilis betegektdl; hipotiroid, autoantitest pozitiv betegekbdl levotiroxin kezelés elott és
utan, valamint életkorban megfeleld egészséges kontrollokbol. Kiértékeltik a BCR
stimulaciot kovetd kalcium flux valaszt naiv, NSw, Sw és DN memoria B limfocitakban. A

kalcium flux kinetikai gorbéit a FacsKin algoritmusaval elemeztiik.

Az infertilis, autoantitest pozitiv, eutiroid betegek minden B sejtes alcsoportja magasabb
bazalis kalciumszintet ¢s BCR stimulacidval szembeni fokozott valaszkészséget mutatott a
tobbi csoporthoz képest. A naiv és NSw B sejtek kalcium flux jellemzdi szintén kiilonboztek
az infertilis, eutiroid és hipotiroid betegek kozott. Csak minimalis kiilonbséget talaltunk a
hipotiroid betegek és az egészséges kontrollok kozott. A levotiroxinnal kezelt, eutiroid
csoportban alacsonyabb volt a CD25+ B sejtek el6fordulasa. A levotiroxin kezelést kovetden
a bazalis kalciumszint is csOkkent, bar sem a kezelés el6tti, sem az utani értékek nem tértek

el az egészséges kontrollokétol.

Osszefoglalva, tigy tiinik, hogy szisztémas B sejt diszfunkcio van jelen eutiroid, autoantitest
pozitiv, infertilis betegekben, ami a megvaltozott BCR jelatvitel lehetséges szerepére utal a

pajzsmirigy autoimmunitds €s infertilitas korai szakaszaban.
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10. UJ EREDMENYEK

Egy é4ramlési citometrian alapuldé moédszert standardizaltunk kiilonbozd aktivaloszerek
felhasznalasaval, hogy megvizsgaljuk a keringd human B limfocitak Ca®" flux jellemzdit
egészséges egyénekben. Megallapitottuk, hogy a kiilonbozd aktivaloszerek eltérd Ca®* flux
valaszokat valtanak ki, és hogy a B sejt alcsoportok specifikus fejlédési stadiumtol fiiggd

Ca?" flux valaszmintakat mutatnak.

e A naiv B sejtek jelentésebb Ca" fluxszal reagaltak a BCR stimul4ciora, mint a memoria

B sejtek.

e A NSw memoriasejtek az anti-IgD stimulaciéra naiv Ca?* flux mintazattal reagaltak, mig

az anti-IgM vélaszuk memoriaszerti volt.

e Az ASC-k megdrizték IgG-reszponzivitasukat, de aktivalédaskor wjra redukalt Ca*'

valaszokat mutattak, ami azt jelzi, hogy a Ca*" jelatviteltd] valé fiiggdségiik csokkent.

A B limfocitdk funkciondlis véltozasait korabban soha nem vizsgaltdk Hashimoto-féle

pajzsmirigygyulladasdban vagy az ehhez kapcsolodo infertilitasban,

e Az eutiroid, infertilis betegek B sejtjei magasabb preaktivacios kalcium szintet és BCR
stimuldciéval szembeni valaszkészséget mutattak az egészséges kontrollokhoz és a
hipotiroid betegcsoporthoz képest, amit a megvaltozott kalcium flux kinetikai paraméterek

is jeleznek.

e Autoimmun pajzsmirigygyulladds kovetkeztében hipotireoid betegeknél a levotiroxin
kezelés soran, a TSH szintek normalizalodast kovetoen a bazalis kalciumszint csokkent a
kezelés elbttihez képest, bar sem a kezelés elotti, sem az utani értékek nem tértek el az

egészséges kontrollokétol.
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Eredményeink alapjan ugy tiinik, hogy szisztémas immunrendszeri diszfunkcio6 van jelen
az autoantitest pozitiv, eutiroid, infertilis betegekben, ami nem all fenn a hipotiroid
betegeknél. Ez a jelenség a megvaltozott BCR jelatvitel lehetséges szerepére utal a

pajzsmirigy autoimmunitds €s infertilitas korai szakaszaban.

A B sejtek BCR stimuléciora adott fokozott valaszkészsége szerepet jatszhat szisztémas
autoimun reakciok elinditasaban és az eltérés felismerése lehetdséget ad azon jelatviteli
utvonalak részletesebb vizsgalatara, amelyek meghatarozzak a B sejtek valaszkészségét,
ezaltal potencialis terapias célpontot is szolgéltathatnak ezen utvonalak befolyasolasara.
A B sejtek infertilitdsban jatszott szerepének feltardsa alapvetéen hozzajarulhat a

hattérben allo okok feltarasahoz.
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Abstract: Calcium (Ca?*) flux acts as a central signaling pathway in B cells, and its alterations are as-
sociated with autoimmune dysregulation and B-cell malignancies. We standardized a flow-cytometry-
based method using various stimuli to investigate the Ca?* flux characteristics of circulating human
B lymphocytes from healthy individuals. We found that different activating agents trigger distinct
Ca?* flux responses and that B-cell subsets show specific developmental-stage dependent Ca®* flux
response patterns. Naive B cells responded with a more substantial Ca®* flux to B cell receptor (BCR)
stimulation than memory B cells. Non-switched memory cells responded to anti-IgD stimulation
with a naive-like Ca?* flux pattern, whereas their anti-IgM response was memory-like. Peripheral
antibody-secreting cells retained their IgG responsivity but showed reduced Ca®* responses upon
activation, indicating their loss of dependence on Ca* signaling. Ca?* flux is a relevant functional test
for B cells, and its alterations could provide insight into pathological B-cell activation development.

Keywords: B-cell activation; calcium flux response; BCR responsivity; B-lymphocyte subsets

1. Introduction

Alteration in the Ca®* flux response of B cells is associated with B-cell dysfunction,
skewed humoral immune responses, autoimmune disorders, and B-cell malignancies [1-3].
Investigating the Ca?* flux characteristics of peripheral human B cells to various stimuli may
provide valuable insight into the activation process of B lymphocytes in health and disease.
The intracellular Ca®* concentration of lymphocytes results from carefully balanced active
transport and gradient-driven changes influenced by multiple receptors and environment-
sensing pathways [4]. The dynamic changes in the Ca?* concentration act as a central
signaling pathway capable of encoding and transducing a wide range of information,
from apoptosis through tolerance to activation [2,5]. The distinct subsets of B cells have
specific differences in how they react to signals and how the generated Ca®* flux is decoded.
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The diversity in responsiveness is directed by the surface receptor repertoire and the
structure and intracellular environment of the BCR. The maturity of the cells fundamentally
determines their ability to react, respond, differentiate, and survive [6,7].

In B lymphocytes, different essential surface receptors may initiate Ca?* mobilization.
The BCR is a membrane-bound Ig associated with other transmembrane proteins, and the
genes encoding the immunoglobulin heavy-chain and light-chain proteins undergo constant
recombination and maturation during B-cell development [8]. Upon BCR ligation, the associated
CD79a and b are phosphorylated by the Src-family kinase (SFK) Lyn [9-11], leading to spleen
tyrosine kinase (Syk) binding and phosphorylation [12]. Bruton’s tyrosine kinase (Btk) is
activated, which phosphorylates phospholipase C-gamma 2 (PLCy2), leading to the cleavage of
phosphoinositide PI(4,5)P2 and the release of inositol-1,4,5,-triphosphate (IP3) and diacylglycerol
(DAG) [13,14]. IP3 binds to its receptor on the endoplasmic reticulum (ER), leading to an initial
release of Ca?* from the intracellular stores that triggers the calcium-release-activated (CRAC)
channels. The opening of the CRAC channels generates a prolonged Ca?" influx from the
extracellular space, constituting the plateau phase of the activation curve [15,16]. B lymphocytes
can also be activated in a polyclonal, BCR-independent manner through highly mitogenic
pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) or other innate non-mitogenic stimuli [17].

Immature B cells in the bone marrow express an IgM-type BCR on their cell surface [18].
Transitional B cells that leave the bone marrow begin co-expressing an IgD-type BCR along
the IgM with identical specificity [19]. IgD expression gradually increases throughout the
transitional stages and reaches high levels in mature naive cells [20]. The dual expression of
IgD and IgM BCR on B cells has been a long-standing riddle, and the function of IgD is still not
completely clear [21]. Following antigen encounter, Ig class-switching and differentiation into
memory cells or plasma cells (PCs) are induced [22]. CD27* B cells can be further classified
based on their IgD expression into IgD* non-switched (NSw) and IgD™ Ig class-switched
(Sw) memory cells. Sw memory cells originate from the germinal center response and express
IgG, IgA, or IgE. Despite the similarities to IgG-expressing Sw memory cells, there is also
substantial evidence to indicate that NSw memory cells could be the human equivalent of
murine circulating marginal zone B cells [23]. Another distinction between CD27* IgD™~ Sw
and CD27~ IgD~ double-negative (DN) cells can be made. Sw and DN memory subsets
can differentiate into IgD~ CD27hsh CD38M#h plasmablasts (PBs) and PCs. The distinction
between PBs and PCs is not obvious, not even when using CD138, which is considered to be a
mature PC marker. Therefore, following the recommendation of Sanz et al., this population
will be referred to as circulating antibody-secreting cells (ASCs) [24].

The Ca?* signal can be considered the “master regulator” of most aspects of fate and
function in B cells [1,3]. Emerging evidence indicates that modest alterations in BCR signaling
are sufficient to promote autoimmunity in a B cell-intrinsic manner [3,25-29]. These observations
have mainly been made in animal models of systemic autoimmunity. Several options are
available for tracking the changes in the intracellular Ca?* concentration of cells. Patch clamp
methods allow for the precise characterization of Ca?* flux on a single cell level [30] but do
not provide the option to describe entire populations simultaneously. With the development
of flow cytometric Ca?*-responsive probes, real-time monitoring of the Ca* flux response of
selected cell populations became possible. For instance, Fluo-3 and Fluo-4 are both widely used
fluorescent Ca2* indicators that are excited by the 488 nm laser with an emission spectrum in the
low 500 nm range, but Fluo-4 is brighter, permeates the cell membrane better, and has a large
dynamic range for reporting Ca?* [31]. Therefore, we aimed to optimize a Fluo4-AM-based
flow cytometric method to monitor the real-time changes in intracellular Ca?* flux in the first
12 min of the activation of peripheral human B cells (Figure 1). Although flow cytometric Ca®*
flux measurements are commonly used to describe the functional characteristics of cells [32-34],
we combined Ca?* flux measurements with a B-cell-specific surface staining panel that can
be expanded and adapted to specific immunopathological questions. Using an algorithm
developed previously by our collaborators and adapted to support this study [Facskin [35,36]],
functions were fitted to the activation dynamics. We investigated how commonly used B
cell-activating agents influence the Ca®* flux pattern of circulating B lymphocyte subsets in
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healthy individuals. We tested the effect of anti-human IgG, IgM, IgG+M, ionomycin, CpG,
phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA), IL-4, anti-CD40, and lipopolysaccharide (LPS) on the
Ca?* mobilization of B-cell subsets. Our goal was to optimize a method that can be utilized to
study human peripheral B-cell subsets in pathological conditions such as autoimmune disorders
or B-cell malignancies and the effects of treatments.
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Figure 1. Calcium flux kinetics. (A) Export of gated B cell populations from baseline- and kinetic-file
in FlowJo. (B) Simplified Ca?* signaling pathway in B cells (upper panel) and schematic data output,
visualizing the descriptive parameters generated by FacsKin. The tinted arrows indicate the relationship
between specific parts of the activation curve and transcription factors. BCR: B-cell receptor, Lyn: Lck
tyrosine kinase, Syk: spleen tyrosine kinase, BLNK: B-cell linker, Btk: Bruton’s tyrosine kinase, BCAP:
B-cell adaptor for phosphoinositide 3-kinase, PLCy2: phospholipase Cy2, PIP;: phosphatidylinositol-
4,5-diphosphate, PIP3: phosphatidylinositol-4,5-triphosphate, PI3K: phosphoinositide 3-kinase, DAG:
diacylglycerol, IP3: inositol-1,4,5,-triphosphate, PKC: protein kinase C, NF«B: nuclear factor kB, ER:
endoplasmic reticulum, STIM: stromal interaction molecule, NFAT: nuclear factor of activated T cells,
SOCE: store-operated Ca®* entry, AUC: area under the curve. Standardized Fluo-4 MFI: standardized
Fluo-4-AM median fluorescence intensity, where the baseline absolute MFI value of Fluo-4 AM is
standardized to 1 and relative parameter alterations are shown on the Y axis.
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2. Results

2.1. The Pattern of the Ca?* Flux Kinetic Curves Corresponded with the Differentiation Stage of B
Cell Subsets

Naive B cells showed lower levels of Ca?* prior to activation compared to post-antigen-
experienced subsets (NSw, Sw, ASC, Figure 2A). Over 98% of naive B cells expressed only
IgM; consequently, anti-IgM, anti-IgG+M, and ionomycin evoked a Ca?* flux response.
Ionomycin induced a higher and prompter Ca?* response than IgM (higher AUC, Max,
and Ending values and lower time to reach the 50% value, Figure 2B,C and Figure 3,
Supplementary Table S1).
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Figure 2. Immunoglobulin expression profile, baseline calcium level, and responsivity of B-cell
subsets to various activating agents. (A) Baseline median fluorescence intensity (arbitrary unit) of
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Fluo-4 in B-cell subsets (n = 15) depicted as boxplots. The middle line shows the median and
the whiskers represent the 5th to 95th percentile. Statistical comparison between the groups was
performed by Friedman test and multiple comparisons FDR-corrected after Benjamini and Hochberg.
(B) Prevalence (%) of surface-immunoglobulin expression in B-cell subsets. X-axis: CD27 expression,
Y-axis: IgD expression. Representative calcium flux kinetic curves of the responsivity of naive (C),
non-switched memory (D), switched memory (E), double-negative memory (F), antibody-secreting
cells (G) to stimulation via IgG with anti-human F(ab’), specific anti-IgG, via IgM with F(ab’),
anti-human Fc5p specific anti-IgM, via IgG+M with anti-human F(ab’), IgG + IgM (H+L), CpG-B
DNA, and ionomycin. X-axis: time (s), Y-axis: standardized Fluo-4-AM median fluorescence intensity,
where the baseline absolute MFI value of Fluo-4 AM is standardized to 1 and relative parameter
alterations are shown. *** p < 0.001, *** p < 0.0001, NSw: non-switched; Sw: switched, DN: double
negative memory B cells, ASC: antibody-secreting cells.

Within the memory subsets, NSw memory cells had the highest baseline Ca?* level
(Figure 2A). Over 97% of NSw memory cells expressed only IgM, and 1% expressed IgG
along with IgM (Figure 2B). The NSw subset reacted to anti-IgM with a fast and intense
response, which resembled the BCR-induced Ca?* flux of IgG-expressing memory subsets
(Sw and DN). Anti-IgG also slightly elevated the AUC and Max parameters in NSw cells
compared to NA samples. However, as only around 1% of cells were shown to express IgG,
this could be in part due to the cross-reactivity of the anti-IgG antibody to the IgM-type
BCR. Ionomycin activation resulted in a higher and prompter Ca?* response than IgM
(higher AUC, Max, Ending values, 1st Slope, and lower time to reach 50%, Figure 2D,
Supplementary Table S1).

Among Sw and DN memory cells, around 1/3 of cells expressed IgG, and around
9% expressed IgM, while over 50% had an IgM™ IgG™ phenotype, likely representing
IgA-expressing memory cells (Figure 2B). Sw and DN memory cells responded to anti-IgG,
anti-IgG+M, and ionomycin activation with similar Ca?* flux curves. lonomycin evoked a
more robust and quicker Ca®* flux compared to anti-IgG. Interestingly, the Ca®* response
produced by ionomycin resulted in a higher plateau phase, while the Ca* level after IgG
binding declined quicker. Although about 10% of Sw and DN memory cells expressed only
IgM, these subsets showed no response to anti-IgM stimulation (Figure 2E,F and Figure 3,
Supplementary Table S1).

Little is known about the Ca?* signaling of circulating antibody-secreting cells. In
our experiments, ASCs reacted to anti-IgG, anti-IgG+M, and ionomycin activation but
did not respond to anti-IgM. Anti-IgG and anti-IgG+M evoked elevated AUC and Max
values compared to NA. Ionomycin activation resulted in higher AUC, Max, 1st Slope,
and Ending and lower time to reach the 1st 50% values compared to NA and anti-IgG
(Figures 2G and 3, Supplementary Table S1).

Upon anti-IgG+M stimulation, all memory B-cell subsets reached higher AUC, Max, and
Ending values than naive B cells. The Max Ca* level of NSw memory B cells remained lower
compared to Sw and DN memory B cells (Figures 3 and 4A, Supplementary Table S2).

ASCs are known to down-regulate their cell surface Ig expression [24]. Therefore,
it is intriguing that we were able to stimulate peripheral ASCs via their IgG receptor.
However, they did show a distinct Ca?* flux pattern compared to memory subsets. Despite
their IgG expression, their Max value remained lower than Sw and DN memory subsets,
and they had a prolonged response to BCR stimulation. After the peak, the intracellular
Ca?* level decreased gradually and almost returned to the baseline by the end of the
measurement without a clear plateau phase (Figure 4A). As the plateau phase of the Ca**
flux is indispensable for c-Myc expression [2], which is repressed when B cells differentiate
into ASCs [37], our findings align with physiological changes during B-cell differentiation.
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Figure 3. Heat map of all kinetics parameters. Heat map from the median values of kinetic curve
parameters in B cells, T cells, and B-cell subsets in non-activated samples and response to CpG,
anti-IgG, anti-IgM, anti-IgG+M, and ionomycin stimulation collected from 15 healthy individuals.
The AUC: area under the curve, Ending, and Max parameters were expressed in arbitrary units, time
parameters in seconds, and the slope parameters in MFI (median fluorescent intensity) change/second.
Those parameters that cannot be calculated or are biologically irrelevant (i.e., T cells do not respond
to anti-IgG+M) were left grey.
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Figure 4. Comparison of the responsivity of B-cell subsets to each activating agent. Representative
calcium flux kinetic curves of the responsivity of naive, NSw: non-switched memory, Sw: switched
memory, DN: double-negative memory, and ASC: antibody-secreting cells to stimulation with anti-
human F(ab’), IgG + IgM (H+L) (A), ionomycin (B), F(ab’); anti-human Fc5u-specific anti-IgM
(C), anti-human F(ab’), specific anti-IgG (D), and CpG-B DNA (E). The kinetic curves of samples
where no activating agent was added are also presented for comparison (F). X-axis: time (s), Y-axis:
standardized Fluo-4-AM median fluorescence intensity, where the baseline absolute MFI value of
Fluo-4 AM is standardized to 1 and relative parameter alterations are shown.

The ionomycin-induced Ca?* mobilizing capacity of circulating antibody-secreting
cells was lower compared to the other subsets (lower AUC, Max, and Ending values).
No differences were found in the activation speed between the subsets after ionomycin
stimulation. The max value of naive B cells was lower, and their 1st Slope was less steep
than DN and Sw memory B cells (Figures 3 and 4B, Supplementary Table S2).

When comparing the IgM responsivity of subsets, we found that non-switched memory
cells responded stronger to anti-IgM activation than naive B cells. NSw memory cells had
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significantly higher AUC, Max, 1st Slope, and Ending and lower time to reach the 1st 50%
values in response to anti-IgM stimulation than naive cells (Figure 4C, Supplementary Table S2).

CpG led to a moderate, gradual increase in the intracellular Ca?* level of B-cell subsets.
We found a gradual increase in the MFI of Fluo-4 during the observation period after adding
10 uM of CpG to the samples. Lower concentrations of CpG did not induce any Ca?* signal.
Understandably, the Ending value was the most sensitive parameter regarding responsivity
to CpG, and ending values were significantly higher compared to not-activated samples in
all subsets except for ASCs (Figures 3 and 4E, Supplementary Table S2).

2.2. B Cell Subsets Expressing IgG-Type BCR Were More Sensitive to Stimuli Than
IgM-Expressing Cells

To compare the BCR-reactivity of B-cell subsets, we used a titration series of anti-
IgG+M from 0.1 to 20 pug/mL. Sw, DN memory cells, and ASCs were more sensitive to
anti-IgG+M stimulation than naive and NSw memory cells. DN and Sw memory cells
responded to 0.5 ng/mL of anti-IgG+M and reached higher Max values at every concen-
tration (Figure 5A). Their EC50 value was lower compared to other subsets (Figure 5B).
Regarding the Max value, the titration curve of the NSw memory subset was between
IgG-expressing memory B cells and naive B cells, and this subset reached the EC50 value at
the highest concentration (Figure 5A,B). Naive cells gave the lowest response to anti-IgG+M
stimulation, and their Max values were comparable to those of ASCs (Figure 5B).

The Ending value represents the plateau phase of the activation, which is the conse-
quence of the store-operated Ca®* entry (SOCE) mechanism. The plateau phase developed
earlier in IgG-expressing memory subsets. DN and Sw memory cells already exhibited
a plateau phase at 0.5 pg/mL of anti-IgG+M, while NSw and Naive cells first showed a
plateau phase at around 2.5 pg/mL and 5 pug/mL, respectively (Figure 5A). The peak of the
Ending value was similar in all memory subsets (NSw, Sw, and DN). However, the EC50
value was the lowest in the DN population, higher in Sw cells, and the highest in NSw
memory cells. ASCs showed a much lower plateau phase than memory subsets (Figure 5C).

2.3. CD27~ Naive Cells Gave a Robust Calcium Flux Response to Stimulation via Their IgD
Receptor That Curbed Their Responsivity to Subsequent Anti-IgD and Anti-IgM Stimulation
The cell surface IgD expression is essential to distinguish B-cell subpopulations, as
it is the only way of differentiating NSw from Sw memory cells and naive cells from DN
memory cells. We wanted to characterize how this labeling process impacts the responsivity
of B-cell subsets to further stimulation via the BCR. IgD had to be left out of the staining
to answer this question, and we could only differentiate naive and memory cells based
on their CD27 expression. Technically, the CD27~ compartment also contains the DN
memory cells. However, the average prevalence of naive cells is 12 times higher. Thus, we
assumed that the kinetic curves fitted to the group’s median signal mainly represented
the naive population’s response. The memory compartment contained both NSw and Sw
memory cells, of which only the NSw memory cells responded to anti-IgD and anti-IgM.
However, as the kinetic curves are fitted to the alteration of the median fluorescent signal
of a population, the change in the MFI value generated by the response of NSw cells to
anti-IgD and anti-IgM was sufficient to evaluate the effect of anti-IgD pre-treatment.
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Figure 5. Titration of anti-human IgG+M on B-cell subsets. (A) Representative calcium flux kinetic
curves of B-cell subsets in response to increasing concentrations of F(ab’), anti-human IgG+M. Each
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curve was fitted to the median of the fluorescent signal of the selected B-cell subpopulation. X-axis:
time, Y-axis: standardized Fluo-4-AM median fluorescence intensity, where the baseline absolute MFI
value of Fluo-4 AM is standardized to 1 and relative parameter alterations are shown. Unstimulated
controls were acquired for the first 60 s; activated samples were recorded for 15 min (900 s). (B) Com-
parison of Max values reached in different B-cell subsets in response to increasing concentrations of
F(ab’), anti-human IgG+M. X-axis: concentrations of anti-human IgG+M in logarithmic scale, Y-axis:
standardized maximum value of Fluo-4 MFI. (C) Comparison of Ending values detected during the
plateau phase of activation in different B-cell subsets following stimulation by increasing concen-
trations of F(ab’), anti-human IgG+M. X-axis: concentrations of anti-human IgG+M in logarithmic
scale, Y-axis: standardized Ending value of Fluo-4 MFI. Nonlinear curve fitting was performed as
a dose-response stimulation/[agonist] vs. response model in GraphPad Prism 9. R squared for
goodness-of-fit of each curve and calculated EC50 values are shown in the respective table.

The anti-IgD pre-treatment almost wholly abolished the responsivity of CD27~ naive
cells to anti-IgD (Figure 6A) and markedly decreased their response to anti-IgM stimula-
tion (Figure 6B). The anti-IgD pre-treatment also significantly changed the shape of the
subsequent kinetic curve of naive B cells generated by anti-IgM addition, prolonging the
response time, curbing the max value, and decreasing the height of the plateau. Interest-
ingly, the response time was not extended by the consequent IgD stimulation on naive cells,
suggesting a different mechanism of action in inhibiting the two Ig receptors.

CD27* memory B cells—containing both the NSw and Sw memory compartment—
could also be activated by anti-IgD antibodies. The pre-treatment with anti-IgD resulted in
a curbed max value but no alteration in the plateau phase (ending value) in the consequent
anti-IgD stimulation in memory cells (Figure 6C). The anti-IgD pre-treatment decreased
the Ca®* flux response of memory cells to anti-IgM, but the pattern of the kinetic curve
remained similar to the not-preactivated curve (Figure 6D).

When comparing the Ca?* flux response of not-preactivated CD27* memory cells to
anti-IgD and anti-IgM stimulation, the Ca?* flux curve after anti-IgM stimulation showed a
memory-type response with a higher plateau phase. At the same time, the Ca2* flux curve
generated by anti-IgD stimulation resembled the pattern of naive cells with a continuously
decreasing, lower plateau phase (Figure 6E). This observation further supports the different
roles of IgD- and IgM-type BCR.

Unlabeled anti-IgD caused an elevation in the baseline Ca®* level of CD27~ naive B
cells but not in CD27* memory cells. Despite this increase due to pre-treatment, the basal
Ca?* level of naive cells remained lower compared to memory B cells (Figure 6F).

Naive B cells expressed more cell surface IgD than NSw memory cells (Figure 6G).
Contrary to previous beliefs, we found that when omitting anti-IgD pre-treatment, CD27~
naive B cells were more responsive to BCR stimulation than CD27* memory B cells. CD27~
naive cells showed higher peak intracellular Ca?* levels following anti-IgD activation than
CD27* memory B cells after anti-IgG+M stimulation. CD27~ naive cells’ IgD responsivity
was two-fold higher than their IgM responsivity, and the latter remained lower compared
to memory subsets (Figure 6H). The naive cells showed a different Ca?* flux kinetic pattern
than memory subsets; after a high peak (max value), they reached a lower plateau, showing
a gradual, slow decrease until the end of the measurement period.

Stimulation with ionomycin reflects the total Ca** mobilizing capacity of the cells.
Pre-treatment with anti-IgD decreased the AUC of the subsequent kinetic curve generated
by ionomycin stimulation in naive cells but not memory B cells (Figure 61). However, both
naive and memory subsets responded with an intense Ca®* flux to subsequent ionomycin
stimulation after anti-IgD pre-treatment, indicating that the altered IgM responsivity of
naive B cells was not due to the exhaustion of the Ca* stores.
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Figure 6. The pre-activating effect of anti-IgD labeling. Representative calcium flux kinetic curves
to demonstrate the pre-activating effect of anti-IgD labeling on the (A) anti-IgD~, (B) anti-IgM
responsivity of naive B cells; (C) anti-IgD~, (D) anti-IgM responsivity of CD27* memory B cells.
(E) Representative curves to compare the calcium flux kinetic pattern of CD27* memory B cells (not



Int. . Mol. Sci. 2023, 24,9107

12 of 21

pre-activated) to anti-IgD and anti-IgM stimulation. X-axis: time, Y-axis: standardized Fluo-4-AM
median fluorescence intensity, where the baseline absolute MFI value of Fluo-4 AM is standardized
to 1 and relative parameter alterations are shown. Unstimulated controls were acquired for the
first 60 s for baseline, and activated samples were recorded for 12 min (720 s). (F) The effect of
anti-IgD labeling on the baseline calcium level (represented by the median fluorescent intensity (MFI)
of Fluo-4 during baseline acquisition). Each dot represents a separate measurement, all from one
healthy individual, the middle line represents the mean of MFI values, and whiskers are set to the SD.
(n =7 no IgD labeling, n = 5 treated with unconjugated anti-IgD, all from one individual). Statistical
comparison between the groups was performed by two-way ANOVA with Tukey’s post hoc test.
(G) The expression of IgD in B-cell subsets was calculated by normalizing the MFI of APC to the
fluorescent minus one (FMO) control (Sample-MFI/FMO-MFI) of each subset. Data are presented as
mean £ SD; each dot represents the median value of all measurements from one individual, n = 16. X:
B-cell subsets, Y: relative parameter value. Statistical comparison between the groups was performed
by two-way ANOVA with Tukey’s post hoc test. (H) Representative calcium flux kinetic curves to
demonstrate the responsivity of not-preactivated naive (CD277) B cells to anti-IgD and anti-IgM and
of not-preactivated memory (CD27%) B cells to anti-IgG+M. (I) Comparison of the responsivity of
naive (CD277) and memory (CD27") B cells to ionomycin stimulation with and without anti-IgD
pre-treatment. ** p < 0.01, *** p < 0.0001, NSw: non-switched; Sw: switched, DN: double negative
memory B cells, ASC: antibody-secreting cells.

3. Discussion

Intracellular Ca?* flux acts as a central signaling pathway capable of encoding and
transducing distinct BCR signaling with compelling biological and pathological conse-
quences [2]. It is modulated by a complex interplay between various receptors and
mechanisms [1,4], all contributing to a distinct Ca?* flux pattern characteristic of the de-
velopmental stage and the functional status of B cells. This makes Ca?" flux an ideal
functional assessment for B cells. As mutations in the BCR signaling pathway, notably
those that alter Ca?* mobilization, are associated with autoimmune disorders and B-cell
malignancies [1-3], Ca?* flux measurements could provide further insights into disease-
associated B-cell dysfunction. However, experimental design on clinical samples often
necessitates tailoring protocols to match the resources available in clinical settings.

Here we present a practical approach that allows measuring the Ca?* flux characteris-
tics of selected B-cell subpopulations by combining classical Ca?* flux measurements with
cell-surface staining that can be tailored to specific immunological questions. Adding cell-
surface staining allows a better definition of subpopulations by gating; however, detailed
panel design and considering technical artifacts are pivotal. In this publication, we used a
widely accepted gating method to identify naive and various subsets of memory B cells in
combination with Fluo-4-AM as a Ca?* indicator. To the best of our knowledge, this is the
first study where a comparative analysis of the commonly used B cell-activating agents
was performed and the Ca2* flux responses of circulating human B-cell subpopulations
were assessed.

Regarding experimental design, no “one size fits all” approach is available in Ca®* flux
measurements, as the research question, resource availability, and technical possibilities
must be considered during the planning phase. The cytometer at hand largely determines
the choice of Ca?* indicator and the platform of post-measurement analysis. While ratio-
metric dyes such as Fura-2 or Indo-1 are an optimal first choice, they can only be used on
cytometers equipped with a UV laser, which is not widely available. Single-wavelength
dyes such as Fluo-4 AM can be a good alternative for cytometers without a UV laser;
however, as they are not developed for quantitative measurements, only relative compar-
isons should be made on such data. As a next step, the fluorescence signals of Ca?* dyes
have to be normalized to allow the comparison of the fluorescent signal changes between
subsets and experiment days. With ratiometric dyes, dividing the fluorescent signals of the
Ca?*-bound and -free states is enough.
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On the other hand, the fluorescent signal should be divided by the average resting
fluorescence for single-wavelength dyes, making the acquisition of a baseline Ca?* signal
necessary [38]. This raises the following question regarding the build of the cytometer and
whether the sample tube can be accessed during the acquisition. As many cytometers do
not have this option, the tube must be removed after the baseline measurement to add the
activating agent. Regardless of whether the sample tube is removed, the time point when
the activating agent was added has to be recorded precisely for the accurate generation
of kinetic parameters. This function is not available in the commonly used acquisition
software. When measurement data are appended after the removal of the sample tube,
the time parameter is recorded automatically and cannot be modified afterward during
the analysis, leading to a distortion of the kinetic data. Compared to other kinetic analysis
platforms, Facskin solves this problem by offering the option to input the precise time from
activation to measurement manually. Facskin also has a built-in normalization function
that can be adjusted to the measured baseline’s length, facilitating the data analysis and
comparability of different subpopulations, measurement days, and activating agents.

Other than the smoothing method commonly used by kinetic analysis platforms,
Facskin uses an algorithm to fit functions to the kinetic changes of the Ca®" signal, making
a precise mathematical description of the Ca?* signal possible. The way Ca2* signals are
interpreted as specific cellular responses involves decoding the changes in the concentration,
amplitude, steepness, and duration of the response [4]. Facskin generates parameters to
describe each distinct aspect of the activation. The Max value reflects the peak of the Ca2*
signal, which selectively activates the nuclear factor kappa B and the c-Jun N-terminal
kinase pathways [39]. The Max value is also the parameter that shows the reactivity
of a given subset to an activating agent the most precisely. The Ending value in this
experimental setup (12 min of observation) reflects the Ca?* level during the plateau phase
of the activation curve, which is a consequence of sustained extracellular Ca?* entry via the
CRAC channels. This lower, sustained plateau selectively stimulates the nuclear factor of
the activated T cell (NFAT) pathway [1,39]. The time to reach the 1st 50% value is the most
sensitive parameter to determine how fast a cell type reacts to a given activating reagent.
The slope parameter at the 1st 50% closely relates to the distinct activating agent. The AUC
value shows the total Ca®* mobilizing ability of the given subset in response to a specific
activating stimulus.

The research question should determine the choice of activating agent, as we demon-
strate here the differences in the responsivity of B-cell subsets to various activating agents.
In our experiment, naive B cells responded to anti-IgM and anti-IgG+M with a smaller,
slower, and more prolonged Ca?* flux response than all memory subsets. NSw cells had
the highest baseline Ca?* level; it was higher both compared to naive and other memory B
subsets. These cells gave a strong and fast Ca®* flux response to anti-IgM but not anti-IgG.
Despite using IgM as a BCR, NSw cells did not respond like naive cells but showed a Ca**
flux kinetic pattern like the IgG-type BCR (Sw and DN) memory subsets. However, their
Max value remained lower, consistent with the differences between IgM- and IgG-type
BCR [40,41]. Sw and DN memory cells only responded to anti-IgG (and anti-IgG+M)
despite containing approximately 10% of IgM-expressing cells. IgG-responding Sw and
DN memory cells had similar basal Ca?* levels, and their Ca?* flux response curve pat-
tern was almost identical. It is important to note that in both Sw and DN compartments,
about half of the cells do not express IgM or IgG, likely corresponding to IgA memory
cells, which should be considered in an experimental setup aiming to dissect the Ca?* flux
responses of B-cell memory subsets. On the other hand, when seeking to assess all large
B-cell subsets parallelly, the F(ab’), fragment anti-human IgG + IgM (H+L) used in our
experimental setup, can be an ideal choice, as it shows cross-reactivity to all human Ig
subtypes, providing an adequate activating signal to all B-cell subsets.

Tonomycin causes rapid Ca?* mobilization from the intracellular stores, followed by
SOCE, and can be an ideal choice for monitoring the total Ca?* mobilizing capacity of
different B-cell subsets. However, the Ca?* flux curve pattern after ionomycin activation
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differs from activation via the BCR. In our experiments, ionomycin caused a faster and
several times higher peak Ca?* flux and plateau in all subsets compared to anti-IgM or anti-
IgG. This sustained, increased Ca?* flux could be connected to the strong NFAT-activating
effect of ionomycin [42]. Overall, using 1 ug/mL of ionomycin leads to a markedly stronger
activation response than the BCR-induced Ca®* flux and may result in more robust NFAT
activation than anti-IgG+M.

Cell-surface labeling combined with Ca?* flux measurements can have many advan-
tages compared to defining cell populations by methods such as cell sorting. For instance,
certain peripheral memory B-cell subsets are rare, and cell sorting would not yield enough
cells for functional studies. This is especially important with clinical samples, where taking
large volumes of blood from patients with autoimmunity or malignancies would be unethi-
cal. Cell surface staining also allows us to study the effect of various continuously expressed
markers on Ca?* flux (such as CD38 or CD25) or gate based on the expression of multiple
markers. Automated gating strategies and clustering algorithms can also be utilized when
increasing the number of cell-surface markers. However, cell-surface labeling can also
distort the cells” responsivity to stimuli, as demonstrated here in the case of naive B cells.

Defining B-cell subpopulations based on their CD27 and IgD expression is the most
common approach; however, in our experiments, anti-IgD-labeled naive B cells gave a
much smaller, slower, and more prolonged Ca?* flux response to anti-IgG+M compared
to all memory subsets. This curbed response could be the consequence of the robust Ca®*
signal generated by the anti-IgD labeling, which not only decreased the responsivity of
naive B cells to subsequent stimulation via IgD but also IgM. This anti-IgD pre-treatment
seemed to have a minor effect on NSw memory cells. Surprisingly, when leaving the
anti-IgD labeling out and only using CD27 to differentiate between naive and memory B
cells, we found that naive cells showed a higher Ca?* flux response to BCR stimulation
than memory subsets. This contradicts the common hypothesis that naive B cells are less
responsive to stimuli. Both with and without anti-IgD pre-treatment, naive B cells showed
a distinct Ca®* flux pattern compared to memory B cells. Furthermore, this naive Ca?* flux
pattern was conserved in the IgD-induced response of NSw memory cells, whereas their
IgM-evoked response shifted to the memory pattern, resulting in a higher plateau during
the SOCE. This further supports the separate role of IgD and IgM engagement in B cells
and substantiates that the observed differences between naive and memory subsets are not
just the consequence of the Ig-type of the BCR.

These findings underline the need to consider the research objective carefully during
experimental design. If understanding the Ca?* flux characteristics of naive B cells is
the primary aim, we recommend leaving IgD out of the cell-surface panel and instead
using CD27, CD24, and CD38 to define subsets and anti-IgM and anti-IgD as activating
agents. Such labeling cannot separate memory subsets, but naive and transitional B-
cell compartments can be well defined. On the other hand, when aiming to dissect the
responsivity of various B-cell memory subsets, IgD, CD27, and CD38 are appropriate
markers for population definition, while anti-IgM, anti-IgG, and anti-IgA could be used as
activating agents [24].

After selecting the activating agent, the distinct activation thresholds of functionally
different B-cell subsets should also be considered, as demonstrated here with the titration of
anti-IgG+M. We measured a point above which a clear plateau phase appears, indicative of
the “all or nothing” phenomenon attributed to the SOCE. Above this threshold, the plateau
level continued to increase dose-dependently. We observed a lower threshold for activation
in IgG-expressing memory B-cell subsets (Sw and DN memory cells) compared to both
IgM-expressing NSw memory cells and naive cells. This inherent difference encoded in the
BCR type is connected to the function of growth factor receptor-bound protein 2 (Grb2) [41].
While Grb2 plays a role in the assembly of the inhibitory signalosome in the membrane-
bound IgM-type BCR, it also has an activating and signal-amplifying effect by stabilizing
the Ca?* signaling scaffold in the membrane-bound IgG-type BCR [1,40]. This mechanism is
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presumed to increase the antigen sensitivity of the IgG-type BCR by lowering the activation
threshold [40], and we confirmed this in human peripheral B-cell subsets.

Studying the Ca?* flux of B-cell subsets provides insight into their functional status,
which could be an essential driving mechanism for B-cell-mediated autoimmune conditions.
Here we present an optimized flow cytometric approach to characterize the Ca?* flux
characteristics of human peripheral B-cell subsets. Combining a gating strategy based
on cell-surface staining and kinetic Ca?* flux measurements within a single tube can
reduce work time, necessary sample volume, and associated costs. These are critical
considerations in creating the opportunity to conduct Ca?* flux studies on patient samples.
Standardization methods and simplifying resources increase the availability of clinical
research and multi-centric studies, facilitating the investigation of rare conditions. We
demonstrate that different activating agents trigger distinct Ca?* flux responses, and the
features of the Ca®* flux curves correlate with the differentiation stage of B-cell subsets.
These findings from healthy individuals’ B cells should be considered when designing
experiments to investigate B-cell function in immunopathological conditions.

4. Materials and Methods
4.1. Human Subjects

Our study was approved by the Regional Research Ethics Committee of the Medical
Center, University of Pécs (RIKEB 5913/2015), and written informed consent was obtained
from all participants. The study adhered to the tenets of the most recent revision of the
Declaration of Helsinki. Twenty healthy adult volunteers were enrolled after signing the
informed consent form (10 women and ten men). Subjects took no regular medications,
had no history of illness, received no vaccines three months before enrollment, and had no
infections one month before sampling. Peripheral venous blood samples were collected
in six 10 mL lithium heparin tubes (for step-by-step sample preparation instructions, see
protocol in Supplementary Materials).

4.2. Isolation of Peripheral Blood Mononuclear Cells (PBMCs)

Peripheral human blood samples were collected in lithium-heparin-treated tubes. Sam-
ples were diluted with phosphate-buffered saline (PBS) in a ratio of 1:3, and mononuclear
cells were isolated using Ficoll-Paque PLUS (GE Healthcare, Chicago, IL, USA) gradient
centrifugation. Cells were then washed twice and resuspended in RPMI 1640 containing
5% fetal bovine serum (FBS) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) for labeling.

4.3. Cell Surface Labeling

Freshly isolated human PBMCs were directly labeled. Acquisition and labeling times
were standardized throughout the protocol. All of the used materials are summarized in
Supplementary Table S1. B-cell subsets were defined as follows: CD3-PerCP (Peridinin-
Chlorophyll-Protein, Sony Biotechology Inc., San Jose, CA, USA) was used for T cell
exclusion, CD19-PE (Phycoerythrin, Sony Biotechology Inc., San Jose, CA, USA) as the
B-cell lineage marker, CD27-PE-Cy7 (Phycoerythrin-cyanine 7, Biolegend, San Diego, CA,
USA) as the memory B-cell marker, IgD-APC (Allophycocyanin, Sony Biotechology Inc., San
Jose, CA, USA) to define class-switching and CD38-APC-Cy7 (Allophycocyanin-cyanine 7,
Sony Biotechology Inc., San Jose, CA, USA) to define ASCs. All fluorochrome-conjugated
anti-human antibodies were titrated for 107 PBMCs, and staining indices were calculated
to determine the best separation of each population, most negligible unspecific binding,
spread, and lowest background. Due to the pre-activating effect caused by cell surface
labeling (shown in the results), all samples were labeled individually and sequentially to
standardize the time passed from labeling to measuring. Samples were incubated with
the antibodies for 30 min at room temperature in the dark, then washed twice in RPMI
(400 g, 7 min).

For determining the cell surface expression of IgM and IgG, 107 PBMCs were labeled
with the following fluorochrome-conjugated anti-human antibodies: CD19-PE, CD27-PE-
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Cy7, IgD-APC, IgM-BV421 (Brilliant Violet 421, Biolegend, San Diego, CA, USA), and
IgG-FITC (Fluorescein isothiocyanate, BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA). Zombie
NIR (Biolegend, San Diego, CA, USA) was added as a viability dye before cell-surface
labeling per the protocol. No Fluo-4 was added to these samples.

4.4. Loading PBMCs with Fluo-4 AM

The cell-permeable Fluo-4 acetoxymethyl ester is a Ca?* indicator dye that exhibits
increased fluorescence upon binding Ca?*. Briefly, 50 pg of Fluo-4 dye (Invitrogen, Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) was dissolved in 4.56 puL of DMSO (dimethyl sul-
foxide) to reach a 10 mM stock solution. Then, 1 uL of stock was dispersed with 1 pL 20%
(w/v) non-ionic detergent, Pluronic F-127, and then dissolved in 98 pL RPMI (to reach
100 uM concentration). Fluo-4 concentrations were then titrated for 107 cells, and a 5 uM
loading concentration was selected.

After washing, cells were resuspended in 285 uL. RPMI, and 15 pL Fluo-4 was added.
PBMCs were incubated for 15 min at room temperature in the dark. After washing, PBMCs
were resuspended in RPMI medium supplemented with CaCl, to a Ca?* concentration
of 1.8 mM. Samples were then kept at room temperature in the dark for 30 min to allow
complete de-esterification of intracellular AM esters. Each sample was labeled individually
and measured directly after the de-esterification period.

4.5. Flow Cytometry Measurements and the Generation of the Calcium Kinetic Curves

Flow cytometry measurements were performed using a BD FACS Canto II (3 lasers,
4-2-2 configuration, BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA). For each sample, 60 s of
baseline Ca?* signal were recorded, an activating agent was added, and 720 s were recorded
following activation in a new file. Due to the setup of the Canto II, the tube had to be
removed to add the activating agent; therefore, the time from adding the activating agent
until the beginning of recording the activation curve was measured and later entered when
appending the activated file to the baseline file in the FacsKin program (Figure 1A).

Compensation matrices were calculated for each measurement day using Flow]Jo
(V10.7.1., BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA). All gates were set in FlowJo using
Fluorescent Minus One (FMO) controls for each sample. Flow stability was checked by
plotting the FSC (y-axis) vs. measurement time (x-axis). In the second step, singlets
(y:FSC-H/x: FSC-A) and lymphocytes (y:FSC/x: SSC) were gated, and then live cells
were identified as those that were successfully loaded with Fluo-4 dye (as Fluo-4*), using
the Fluo-4 FMO to determine where the Fluo-4 negative population would be. Viability
was above 95% in all measurements. B cells were defined as CD3~ CD19* cells, and T
cells as CD3", CD19~ cells. Within the CD19* population, naive B cells were defined as
IgD* CD27~, non-switched memory cells (NSw) as IgD* CD27*, immunoglobulin class-
switched memory cells (Sw) as IgD~ CD27*, CD27~ class-switched or double-negative
(DN) memory cells as IgD~ CD27~ and circulating antibody-secreting cells (ASCs) as
CD19* IgD~ CD27high CD38hish cells. ( Supplementary Figure S1).

After setting the gates, data from the populations of interest were exported as separate
FCS files and imported into FacsKin. FacsKin performs an algorithm-based curve fitting
to the median fluorescent values of each gated population, enabling the mathematical
description and statistical comparison of flow cytometry acquired kinetic measurements.
The most fitting function can be selected based on the physiological process’s nature,
i.e., most Ca?* flux curves show a double logistic course (dlogist + function). FacsKin
generates an activation curve (Figure 1B) and uses the following parameters to describe
each curve: Starting value, standardized to 1 to allow comparison of subsets with different
baseline Ca?* levels and measurements from other days and is calculated as the limit of
the function at —oo (minus infinity); maximum value (Max), which correlates with the
maximum cytoplasmic level of Ca®* reached during the activation, Ending value, which
is the cytoplasmic Ca®* level at the end of the observation period and is calculated as the
limit of the function at +oo (positive infinity); time to reach maximum value (T to Max, s),
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time to reach 1st 50% value (T to 50%, s), and time from 1st 50% value to maximum value
(T from 50% to Max, s); Slope at 1st 50%, which is always positive, describes how much the
fluorescence intensity changes in 1 s in the ascending phase of the activation (unit: int/s,
where int is the unit of the vertical axis); time from maximum value to 2nd 50% value (T
from Max to 2nd 50%); and Slope at 2nd 50% value, which indicates how quickly the Ca**
level decreases after the peak of the activation and is always negative (unit: int/s); and
the area under the curve (AUC) value, which correlates with the total capacity of cells to
mobilize Ca?* via a specific activation pathway. All curves were standardized to end at
780 s. These numerical data were exported and used for statistical analysis.

4.6. Choosing an Optimal Concentration of the Activating Agents

First, we measured a series of kinetic measurements, where no activating agent was
added to monitor any changes originating from the instrumental setup. Data from these
measurements (n = 5) were pooled to create reference values for each B-cell subset. Then
we tested the effect of the following activating stimuli on the Ca** mobilization of B cells:
anti-human IgG, anti-human IgM, anti-human IgG+M (all from Jackson ImmunoResearch
Europe Ltd, Cambridge, UK), ionomycin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), CpG
(Hycult Biotech Inc, Uden, The Netherlands), PMA (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA),
IL-4 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), anti-human CD40 (Sony Biotechology Inc., San
Jose, CA, USA), and LPS (083, contribution of Dr. Béla Kovacs from the Department of
Medical Microbiology and Immunology, University of Pécs). To determine if activating
agents evoke CaZ* flux and, if yes, at what concentrations, we selected the concentrations
based on standard laboratory practice, scientific literature, and company recommendations.
The following concentrations were tested: for anti-human IgG+M 0.1, 0.5, 1, 2.5, 5, 7.5,
10, and 20 pg/mL; for anti-human IgG and anti-human IgM 0.5, 1, 10, and 20 pg/mL; for
ionomycin 0.01, 0.1, 1, and 2 pg/mL; from CpG 0.05, 1, 3, and 10 uM; for PMA 5, 10, 100,
and 1000 ng/mL; for IL-4 1, 5, 10, and 100 ng/mL; from anti-human CD40 0.1, 1, 10, and
50 ng/mL; for LPS 0.1, 1, 10, 100, and 300 pg/mL.

Every activating agent was titrated on 3 individual samples on 3 different days. The
optimal concentrations of the tested agents were selected based on the AUC, max, and
ending values. Stimulatory reagents without stimulating effects on rapid Ca?* mobiliza-
tion in B cells, i.e., PMA, IL-4, anti-CD40, and LPS (O83) alone, were left out of further
investigations ( Supplementary Figure S2). The optimal working concentrations from each
activating reagent were 10 ug/mL from anti-IgG, anti-IgM, and anti-IgG+M, 10 uM from
CpG, and 1 ug/mL from ionomycin.

4.7. Sample Size

The number of replicates (samples) necessary to show the differences between B-cell
subsets was defined by power analysis using the AUC, Max, and Time to 50% parameters
of the kinetic data and was determined to be 15. On each measurement day, the sample
was collected from one individual. On every measurement day, six samples were measured
in a kinetic manner: one not-activated sample as a control and five samples activated with
(1) anti-IgG, (2) anti-IgM, (3) anti-IgG+M; (4) CpG, and (5) ionomycin. The cell prevalence
values were checked across samples and analyzed by drawing the mean of the 6 samples
of each measurement day. The sample size did not need to be altered during the study. The
values were excluded if the event number in any group was too low for adequate kinetic
curve fitting. Outliers were not excluded.

4.8. Testing the Pre-Activating Effect of IgD

We tested the pre-activating effect of the IgD labeling used for the distinction of B-cell
subsets by “labeling” five tubes with unconjugated anti-human IgD (same clone as IgD-
APC) at the same concentration as the APC-conjugated anti-human IgD, five tubes with
APC-conjugated anti-human IgD, and five tubes left unlabeled. All tubes were measured
in the above-described kinetic manner, activated with anti-IgG, anti-IgM, anti-IgG+M, anti-
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IgD (10 pg/mL was added to all), and ionomycin (1 pg/mL). An additional not-activated
sample was measured as a control.

4.9. Controls and Reproducibility

The best laboratory practices for sample preparation, flow cytometry measurements,
and intracellular Ca?* mobilization tracking were followed. According to the recommenda-
tions of the International Society for Advancement of Cytometry (ISAC), the labeling and
measuring steps were all performed at room temperature [43]. Regarding the timeline of
IgD pre-treatment, anti-IgD was added during the cell-surface labeling step. PBMCs were
then incubated at room temperature for 30 min in the dark, followed by 7 min of washing.
Cells were labeled with Fluo-4 AM for 15 min in the dark, at room temperature, followed
by 7 min of washing. Samples were set aside for 30 min to allow complete de-esterification
of intracellular Fluo-4 AM esters. Each sample was labeled individually and measured
directly after the de-esterification period. After measuring 1 min of baseline, further activat-
ing agents were added, making the total time from anti-IgD pre-treatment to subsequent
activation 90 min.

Cytometer setup and tracking (CS&T) were performed every day. Compensation ma-
trices were specifically calculated for each measurement day in FlowJo, using compensation
beads (BD) for fluorochrome-conjugated antibodies and the test subjects’ PBMCs for Fluo-4.
The flow rate was kept at a standard low speed. We applied several validation steps and
various controls to standardize our measurements and ensure reproducibility. Populations
and marker positivity were defined using FMO controls. Not-activated samples were
measured and used as a reference to exclude any Fluo-4 signal alterations originating from
the technical setup. For each activating agent, a sample without loading the cells with
Fluo-4 (Fluo-4 FMO) was measured in a kinetic manner to exclude any alterations in the
background fluorescence due to the activation process, which could resemble a Fluo-4
signal but would be an artifact. FacsKin also allows standardizing all baseline measure-
ments to 1, and all changes can be assessed compared to this. This way, the activation of
different cell subsets or individuals with differing basal Fluo-4 signal (Ca?* level) can be
objectively compared.

The viability of the cells was checked in several steps. In a separate tube, a viability
dye (Zombie NIR) was added at the time of cell surface labeling to check the influence of
the pre-analytical processes. Viability was verified by analyzing only those intact cells that
could be loaded with Fluo-4. After measuring each tube, trypan blue was used to check
that the activation process did not lead to rapid cell death.

4.10. Statistics

Statistical analysis of prevalence data, median fluorescence intensity, and Fluo-4 base-
line data was performed using GraphPad Prism 9 (Graphpad Software, San Diego, CA,
USA). For normality testing, Shapiro-Wilk tests were used. Non-normally distributed
datasets were analyzed using Wilcoxon matched-pairs signed-rank tests for single com-
parisons and Friedman test with multiple comparisons FDR-corrected after Benjamini and
Hochberg to compare more than two datasets. Unpaired two-tailed t-tests were used for
evaluating two normally distributed datasets, and a two-way ANOVA with Tukey’s post
hoc test was used to compare more than two normally distributed datasets.

To obtain the Max and Ending values from the anti-IgG+M titration series, nonlinear
curve fitting was performed as a dose-response stimulation/[agonist] vs. response model
in GraphPad Prism 9. Goodness-of-fit for each curve is shown in the respective table as R
squared, and EC50 values were calculated.

Statistical analysis focusing on the parameters of the Ca?* flux (maximum value,
ending value, AUC, time to reach maximum, time to 1st 50 %, time from 1st 50% to
maximum value, time from maximum value to 2nd 50%, Slope at 1st 50%, and Slope at 2nd
50%) was performed with an R software package (x64 3.5.1) [44]. For normality testing,
Shapiro-Wilk tests were used with the shapiro.test function from the stats R package. Due



Int. . Mol. Sci. 2023, 24,9107 19 of 21

to the non-normally distributed datasets, the wilcoxon.test and kruskal.test commands
from the stats package, when appropriate, were applied. Dunn’s Kruskal-Wallis multiple
comparisons were used (dunnTest function from the FSA R package [45]) to perform
post hoc tests. P values lower than 0.05 were considered significant, and the previously
mentioned dunnTest was used to calculate the adjusted p-values. From dunnTest, the “bh”
adjustment method was used.

Supplementary Materials: The supporting information can be downloaded at: https://www.mdpi.
com/article/10.3390/ijms24109107 /s1.
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Anti-thyroid antibody (ATA) positivity affects 1 out of 9 women in childbearing
age and presents a significant risk for infertility. Emerging evidence indicates
that alterations in the B cell receptor induced calcium (Ca®") signaling could be
key in the development of autoimmunity. We aimed to investigate the Ca* flux
response of B lymphocyte subsets to BCR stimulation in Hashimoto's thyroiditis
and related infertility. We collected peripheral blood samples from ATA+,
infertile, euthyroid patients (HIE), hypothyroid, ATA+ patients before (H1) and
after levothyroxine treatment (H2), and age-matched healthy controls (HC). All
B cell subsets of ATA+, infertile, euthyroid patients showed elevated basal Ca®*
level and hyper-responsivity to BCR ligation compared to the other groups,
which could reflect altered systemic immune function. The Ca®" flux of
hypothyroid patients was similar to healthy controls. The levothyroxine-
treated patients had decreased prevalence of CD25" B cells and lower basal
Ca®* level compared to pre-treatment. Our results support the role of altered
Ca®* flux of B cells in the early phase of thyroid autoimmunity and infertility.

KEYWORDS

B cell receptor-hyperresponsivity, anti-thyroid antibodies, infertility, B lymphocytes,
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GRAPHICAL ABSTRACT
Introduction also appears to be disturbed, indicated by the higher rate of preterm
birth (OR 2,07 (5),) and pregnancy complications (7). The
Hashimoto’s thyroiditis (HT) is a common organ-specific beneficial effect of levothyroxine replacement therapy during IVF
autoimmune disorder in women of childbearing age. It is and pregnancy in ATA positive, euthyroid women had earlier been
characterized by the presence of anti-thyroid antibodies (ATAs), shown in randomized trials, leading to great expectations (8, 9).
such as anti-thyroid peroxidase (anti-TPO) and anti-thyroglobulin However, a recent multi-centric, randomized, double-blind,
(anti-Tg), and the infiltration of the thyroid gland by mononuclear placebo-controlled trial (TABLET) showed no positive effect of
cells (1). The complex interplay of cellular and humoral factors levothyroxine compared to placebo on the live-birth rate in
results in a chronic inflammatory process over several years. At a euthyroid women with anti-TPO antibody positivity (10).
certain level of functional thyroid tissue loss hypothyroidism To explain these adverse outcomes regarding fertility and
develops, indicated by the rising of thyroid-stimulating hormone pregnancy in Hashimoto’s thyroiditis, two popular hypotheses
(TSH) (1). Although the incidence of ATA positivity is between 10- have been proposed (11). First, that HT is accompanied by
14.5% in women between 20 and 40 years of age (2), the generalized immune dysfunction that affects the reproductive
development of hypothyroidism is not obligatory, in fact the organs and impairs the maternal-fetal tolerance (12). The direct
annual risk is only 2.1% (3). Therefore, despite the growing detrimental effect of ATAs has also been suggested, as they can be
prevalence (4), the majority of ATA+ cases remain undiagnosed detected in the ovarian follicular fluid of infertile women and may
due to the lack of clinical signs. lead to lower rates of oocyte fertilization (13, 14). The causal relation
This silent disease could be considered clinically irrelevant; was demonstrated in mice immunized against human Tg that had
however, ATA positivity presents a significant risk for infertility and increased fetal absorption rates and decreased weights of the fetuses
pregnancy loss, the odds ratio (OR) of miscarriage is 3.9 even and the placenta (15). Second, as elevated TSH is an independent
without thyroid dysfunction (5). The presence of ATAs may also risk factor for adverse pregnancy outcomes (16-18), that the
have a negative impact on the success rate of in vitro fertilization adaptation of the inflamed thyroid gland could be inadequate to
(IVF) (6). Additionally, the immune tolerance during pregnancy the increased demand of pregnancy (19, 20) leading to ‘relative’
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thyroid dysfunction (11, 21-23). However, as levothyroxine
replacement was inefficient in the TABLET trial, our attention is
increasingly drawn towards the understanding of the underlying
immunological alterations.

In contrast to Graves disease, which is widely recognized as an
autoantibody-mediated disorder, Hashimoto’s thyroiditis is
generally considered to be a T cell-mediated disease (1). Although
the role of B cells as the source of autoantibodies in HT is clear, we
have little knowledge about their contribution to the pathogenesis
and their role in infertility. There is some indirect evidence of the
systemic dysfunction of B cells in ATA positive women, as the
prevalence of anti-ovarian and non-organ-specific autoantibodies
(NOSAS) can be increased (24-26). Nevertheless, according to the
classical hypothesis, auto-reactive B lymphocytes are bystanders in
the inflammatory process, activated by the release of thyroid
antigens in the appropriate cytokine milieu and in the presence of
T helper (Ty) lymphocytes. It is postulated, that the break in self-
tolerance occurs at the level of T lymphocytes and that these
antigen-specific, autoreactive T cells in turn support the activation
of autoreactive B cells (27, 28). However, to date little is known
about the steps leading up to the appearance of activated auto-
reactive T cells, specifically because T cells require antigen
presentation and specific receptor co-signaling.

The question is whether the appearance of auto-reactive, high-
affinity autoantibody-producing B cells could be the first step in the
pathogenesis of HT, preceding any damage to the thyroid itself.
Recent advances in the field of autoimmunity have revealed that
dysregulated B cell signaling via the B cell receptor (BCR) could be
the key step and the primary driver of the loss of self-tolerance and
the development of autoimmunity, and not just the downstream
consequence of autoreactive Ty cell activation (29). Strikingly,
longitudinal studies have shown that disease-associated
autoantibodies anticipate disease onset by years in multiple
autoimmune disorders (30-33).

The BCR is basically a membrane-bound immunoglobulin
(34). Upon ligation, the associated CD79a and b are
phosphorylated by the Src-family kinase (SFK) Lyn (35-37)
leading to Syk binding and phosphorylation (38). Bruton’s
tyrosine kinase (Btk) is activated, which phosphorylates
phospholipase C-gamma 2 (PLCy2), leading to the cleavage of
phosphoinositide PI (4, 5)P2, and the release of IP3 and DAG (39,
40), leading to Ca**-release from the endoplasmic reticulum into
the cytoplasm. This initial calcium release triggers the activation of
calcium-release-activated (CRAC) channels, which allow the
further influx of extracellular Ca** and prolonged Ca*" flux
constituting the plateau phase of the activation curve (41, 42).
The Ca®* flux response is a central activation pathway and its
alterations have been linked to autoimmune disorders and B cell
malignancies (43, 44).

Genome-wide association studies (GWAS) have identified a
large number of autoimmunity promoting polymorphisms,
many of which affect the signaling pathway of the BCR (43—
49). Enhanced Ca*" flux in B cells has been shown to promote
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autoimmunity (44). For example, polymorphisms in PTPN22
(Protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 22) which are
known to be associated with HT and other autoimmune
disorders cause altered Ca** flux upon BCR ligation and B
cell-restricted expression of risk variants is enough to initiate
autoimmunity (29, 50-54).

There is a growing body of evidence directing our attention to
the pivotal role of altered BCR signaling in driving autoimmunity
by skewing the naive BCR repertoire, promoting the activation of
autoreactive B cell clones both in a T cell- dependent and
independent fashion, facilitating the formation of spontaneous
autoreactive germinal centers and initiating the break in T cell
tolerance. Evidence indicates, that B cells also play the crucial role of
antigen presentation to T cells (29).

There is a considerable diversity in the Ca®* flux patterns of
B cells, suggesting that this mechanism is capable of encoding
and transducing differences in the BCR signaling to distinct B
cell subsets. Naive B cells express IgD and IgM and are negative
for CD27. The CD19" IgD™, CD27" subpopulation also contains
the newly formed, transitional B cells. Following activation,
some B cells differentiate into memory B cells, express CD27
and re-enter the circulation. Peripheral memory B cells which
still express IgD and IgM are termed ‘non-switched memory
cells’, whereas those that undergo Ig-class switching and express
IgG and further Ig subtypes are known as ‘switched memory’
cells. Certain memory cells lose their CD27 expression and
become IgD’, CD27" ‘double-negative’ memory B cells, which
are non-dividing, inflammatory cytokine-producing cells that
could play a role in autoimmunity (55-57). Recent studies
suggest that B lymphocytes that express CD25 might represent
a functionally distinct subset of cells, with higher levels of surface
Ig expression and enhanced antigen-presenting ability (58).

The functional alterations of B cell subsets have never been
investigated in HT before. We hypothesized that altered BCR
signaling could play a role in thyroid autoimmunity and related
infertility. Therefore, we have developed a flow cytometry
method which enables the monitoring of the BCR ligation
induced Ca’* flux in the selected peripheral blood B
lymphocyte subsets simultaneously. We also aimed to assess
the effect of levothyroxine on the Ca** flux kinetics of B cells by
sampling hypothyroid patients before and after treatment.

Materials and methods
Study design

Our pre-defined hypothesis was that altered BCR signaling
could play a role in thyroid autoimmunity and related infertility.
We designed a controlled laboratory experiment and enrolled
ATA+, infertile, euthyroid patients; hypothyroid, ATA+
patients; and healthy volunteers. We developed a flow
cytometry method which enables the monitoring of the BCR
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ligation induced Ca** flux in the selected peripheral blood B
lymphocyte subsets simultaneously. The objective of the
research was to compare the Ca®" flux response of circulating
B lymphocyte subsets in ATA+, infertile, euthyroid patients (1),
hypothyroid, ATA+ patients before (2) and after levothyroxine
treatment (3), and age-matched healthy controls (4). The
secondary objective was to assess the effect of levothyroxine on
the Ca™* flux kinetics of B cells.

Sample size

The number of replicates necessary to show the differences
between study groups were defined by power analysis using the
AUC parameter of the kinetic data from the first 3 samples of
each group. The number of replicates necessary was determined
as 12. On each measurement day one sample was collected. The
number of participants in patient groups is higher, because all
eligible patients were enrolled during the enrollment period
(from March of 2019 to March of 2021). Extra patients were
included to compensate for the potential samples lost due to
unforeseeable circumstances such as technical error, secondary
autoimmune disorder, COVID-19 infection, unplanned
pregnancy. Data were only excluded if the kinetic curves could
not be correctly fitted due to too low event number. Outliers
were identified using the two-sided Grubbs’ test, but only
extreme outliers were removed from the analysis.

Human subjects

Our study was approved by the Regional Research Ethics
Committee of the Medical Center, University of Pecs (RIKEB
5913/2015), and written informed consent was obtained from all
participants. The study adhered to the tenets of the most recent
revision of the Declaration of Helsinki.

Patients

Fifteen patients with hypothyroidism due to Hashimoto’s
thyroiditis were enrolled in the hypothyroid arm of the study.
Clinical inclusion and exclusion criteria are summarized in
Table 1. The TSH value of all patients was above the upper
limit of the normal range (> 4.2 mU/l). Twelve patients had anti-
TG antibody positivity (defined as anti-TG antibody level above
the upper limit of the normal range, > 40 IU/ml), 13 had anti-
TPO antibody positivity (defined as anti-TPO antibody level
above the upper limit of the normal range, > 35 IU/ml), and all
patients had signs of autoimmune thyroiditis on the ultrasound
(see Table 2).The first samples were collected prior to any
thyroid replacement therapy (H1), and the second sampling
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was done after the normalization of TSH, defined as TSH within
the normal range, 0.270 - 4.2 mU/1 (H2). One of the first samples
had to be excluded due to a technical error. The second sample
could not be collected from three patients, in two cases due to the
development of a second autoimmune disease over time and in
one case due to an unplanned pregnancy.

Fifteen anti-thyroid antibody positive, euthyroid patients
were enrolled in the infertile arm of the study in whom
immunological infertility could be assumed (Hashimoto’s
thyroiditis, infertile, euthyroid group, HIE). Infertility was
defined as inability to conceive after 1 year of regular
unprotected intercourse. Twelve patients had anti-TG antibody
positivity and 10 had anti-TPO antibody positivity. All patients
were referred from an assisted reproduction program and
samples were collected prior to any fertility treatments. The
average time of infertility was 3.6 + 2.7 years. The partners’
andrological examination showed normal sperm cell count,
viability, and morphology. Estrogen and progesterone levels
were normal throughout the cycle, and ovulation was
confirmed by the elevated progesterone value and ultrasound
examination. Tubal infertility was excluded by laparoscopic
chromohydrotubation. All patients had primary infertility; no
previous pregnancies (carried to term) were reported. Two
patients had spontaneous early miscarriages prior to
enrollment, but both met the inclusion criteria and conceived
after over one year’s time. No other autoimmune disease had
been diagnosed prior to the sample collection. Due to a technical
error one sample could not be evaluated and therefore this
patient was excluded from the analysis.

Twelve healthy age-matched controls (HC) were selected
after screening for anti-thyroid antibodies and TSH. Routine
laboratory parameters were also measured to exclude
concomitant diseases. None of the healthy controls had any
concomitant illnesses, any disorders in their menstrual cycle and
none of them took any medication regularly.

All samples were collected between the 1st and the 5th day of
the menstrual cycle to standardize the potential immunological
effects of estrogen and progesterone. Patients had no infection at
least 3 weeks prior to sampling, and CRP values were measured
on the day of the blood draw. The patients had not been
vaccinated in the 2 months before the sample collection.
General medical and obstetric anamnesis, concomitant
medication and illnesses, previous surgeries were recorded.
The following laboratory parameters were measured on the
day of the immunological sampling: TSH, anti-TPO, anti-TG,
estradiol, progesterone, FSH, LH, prolactin, testosterone, sex-
hormone binding globulin, CRP. The clinical characteristics of
all participants are summarized in Table 1.

Our study was conducted in accordance with the
Declaration of Helsinki. The research plan was approved by
the local ethical board, the Regional Research Ethics Committee
of the Medical Center, University of Pécs (number of approval:

frontiersin.org



Serény-Litvai et al.

TABLE 1 Clinical inclusion and exclusion criteria for patient groups.

HC

Healthy control group Healthy women
Age 20-40 years

Normal cycle

Samples were collected between the 1 and 5™ day of the

cycle

H1
Women

Age 20-40 years

Hashimoto hypothyroid group

Normal cycle

TSH > 4.2 mU/1

Anti-thyroid antibody positivity (at least 1)

Not treated with Levothyroxine

Samples were collected between the 1° and 5™ day of the

cycle

H2

Follow-up sample from the same patients (H1) after the TSH < 4.2 mU/1

normalization of TSH due to levothyroxine therapy

Samples were collected between the 1° and 5™ day of the

Inclusion criteria

10.3389/fimmu.2022.1039166

Exclusion criteria

History of autoimmune disease
Abnormal TSH

Anti-thyroid antibody positivity
History of infertility

History of any chronic disease, genetic
abnormality

History of second autoimmune disease
(autoimmune polyglandular syndrome)

History of infertility

Other known cause of hypothyroidism
Thyroid nodule requiring surgery or
radioiodine therapy

History of other chronic disease, genetic
abnormality

Second autoimmune disease during follow-up
(autoimmune polyglandular syndrome)

Unplanned pregnancy before the 2™ sample
could be collected

Levothyroxine therapy required to maintain normal value

cycle
of TSH
HIE
Hashimoto infertile, euthyroid patients ‘Women

Age 20-40 years

Normal cycle

Normal ovulation confirmed by ultrasound and elevated

History of other autoimmune, chronic disease
or genetic abnormality

Andrological abnormalities in the partner
History of endometriosis prior to enrollment

Tubal infertility

progesterone (> 10 nmol/l) on cycle day 21.

Samples were collected between the 1 and 5 day of the

Anovulatory cycles

cycle prior to assisted reproductive treatments

Primary infertility in anamnesis: inability to conceive after

Other known cause of infertility

at least 1 year of regular unprotected intercourse

Applied for assisted reproductive care

TSH < 4.2 mU/1

Anti-thyroid antibody positivity (at least 1)

Significant obesity (BMI > 35 kg/m?)

Previous pregnancy (except first trimester
miscarriage)

History of hypothyroidism

No previous levothyroxine treatment

TSH, Thyroid-stimulating hormone; BMI, body mass index.
RIKEB 5913/2015). Consistently, written informed consent was
obtained from all participants before any study procedures.
Cell surface staining

Peripheral blood samples were collected from each

participant (6x10 ml in lithium-heparin tubes, 3x6 ml in
serum tubes). Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs)
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were separated by Ficoll-Paque PLUS (GE Healthcare)
gradient centrifugation. The cell suspension was washed twice
in PBS and resuspended in RPMI 1640 containing 5% fetal
bovine serum (FBS) (Sigma-Aldrich).

All measurements were performed on freshly prepared
PBMCs. The times from sample acquisition to measurement
were standardized throughout the entire protocol. PBMCs (8 x
10° cells) were stained with the appropriate combination of
fluorochrome-conjugated anti-human antibodies in 100 pl of
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TABLE 2 Clinical characteristics of patients.

Healthy control

(HC) (n = 12)

Hypothyroid before treat-
ment (H1) (n = 15)

Hypothyroid after treat-
ment (H2) (n = 12)

10.3389/fimmu.2022.1039166

Euthyroid, ATA+, infertile
(HIE) (n = 14)

Demographic data (mean + SD)

Age (years) 29.7
(+4.5)

BMI (kg/m2) 23.1
(+5.1)

Laboratory parameters (median + IQR)

TSH (mU/l) 1.63
(0.92 - 2.40)
Anti-TPO (IU/ml) 9.85
(8.40 - 13.25)*
Anti-TG (IU/ml) 12.35
(10.00 - 15.18)*

Estradiol (pmol/l) 141.50

(103.00 - 155.30)

Progesterone (nmol/l) 0.80
(0.50 - 1.28)
FSH (U/l) 6.70 (4.91 - 7.53)

LH (U/) 4.00 (2.45 - 5.85)
12.35 (10.07 - 19.53)

1.00 (0.75 - 1.28)

Prolactin (ng/ml)
Testosterone (nmol/l)

Sex-hormone binding 82.65
(58.68 - 115.30)

0.60 (0.53 - 1.35)

globulin (nmol/l)

CRP (mg/l)

Thyroid ultrasound findings
Nodules (x/all)
Inhomogenity (x/all)

Hypoechogenic areas (x/

all)

Hyper-vascularization

(x/all)
Gynecological history
Pregnancy (x/all) 3/12

Total number of 7
pregnancies
Total number of 2 (29%)
miscarriages

Total number of elective 0
abortions

Total number of term 5 (71%)
deliveries

Oral contraceptive in 11/12
history (x/all)

Oral contraceptive at 2/12
enrollment (x/all)

Allergy in history (x/all) 4/12

31.6
(£5.9)

252
(£ 5.7)

6.81
(5.53 - 8.73)*

248.80
(70.00 - 388.90)

220.10
(42.90 - 318.80)

120.00
(99.00 - 141.00)

0.50
(0.30 - 0.90)

6.40 (5.70 - 7.03)
3.65 (3.25 - 4.93)
12.90 (10.07 - 17.42)
1.10 (1.00 - 1.20)

62.60
(41.20 - 107.00)

2.25 (0.50 - 4.28)

7/15
11/15
9/15

8/15

5/15

3 (37.5%)

2 (25%)

3 (37.5%)

13/15

3/15

2/15

31.9
(2 52)

1.54
(0.60 - 2.27)

236.10
(102.90 - 374.60)

274.90
(58.53 - 451.20)

149.00
(103.00 - 218.50)

0.80
(0.53 - 2.30)

6.33 (4.85 - 7.72)
4.15 (2.50 - 5.75)
10.74 (8.15 - 11.85)
117 (0.94 - 1.58)

46.85
(34.13 - 129.90)

2.75 (0.90 - 3.88)

31.2
(£52)

217
(z2.8)

234
(1.62 - 3.30)

134.60
(17.00 - 203.10)*

204.00
(16.78 - 355.30)

147.00
(89.00 - 190.30)

0.60
(0.48 - 1.00)

6.95 (6.08 - 9.45)
3.65 (2.95 - 4.30)
10.73 (7.78 - 17.52)
0.95 (0.88 - 1.23)

68.40
(41.20 - 84.78)

1.20 (0.50 - 3.88)

1/14
8/14
5/14

6/14

2/14

3 (100%)

9/14

0/14

3/14

The laboratory results are from the day of enrollment. All patients were between the first and fifth day of the cycle. *p < 0.05 vs all other groups.
TSH, Thyroid-stimulating hormone; Anti-TPO, Thyroid Peroxidase Antigen; Anti-TG, Antithyroglobulin; FSH, Follicle stimulating hormone; LH, Luteinizing hormone; CRP, C-reactive

protein; SD, Standard deviation; IQR, Interquartile range.

media in order to differentiate B lymphocyte subsets: CD5 PerCP
(clone UCHT?2), CD19 PE (clone S]J25C1), IgD APC (clone IA6-
2), CD25 BV421 (clone BC96) (all from Sony Biotechnology),
CD27 PE-Cy7(clone M-T271, BioLegend). The cells were
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incubated with the antibodies for 30 minutes in the dark at
room temperature (RT), according to the manufacturer’s
instructions. Following labeling, samples were washed twice
in RPMI.
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Loading with calcium indicator dye

Cytoplasmic free, ionized calcium level was detected by
loading the cells with 5 uM Fluo-4- acetoxymethyl (AM)
(Invitrogen, Thermo Fisher Scientific in DMSO, Sigma-
Aldrich) supplemented with 20% (w/v) Pluronic F-127
(Sigma-Aldrich) for 15 minutes in the dark at RT. Cells were
washed and then kept in RPMI medium supplemented with
CaCl, to a Ca** concentration of 1.8 mM. Cells were incubated
in RT in the dark for a further 30 minutes to allow complete de-
esterification of intracellular Fluo-4-AM esters. Each sample was
measured directly after the de-esterification period.

Flow cytometry measurements

Fluorescence data from each sample were measured and
recorded for 17 minutes in a kinetic manner. Unstimulated
controls were measured for the first 2 minutes for baseline
acquisition, then B lymphocytes were activated by crosslinking
the B cell receptor (BCR) with 10 pg/ml F(ab’), Fragment
AffiniPure Goat Anti-Human IgG + IgM (H+L) (Jackson
ImmunoResearch) and samples were measured for another 15
minutes. Flow cytometry measurements were performed using
FACS Canto II (BD Biosciences).

Analysis, controls, and reproducibility

In order to ensure flawless measurements and comparable
experiments, cytometer setup and tracking (CS&T)
measurement was carried out on every measurement day.
Compensation controls were measured, and matrices were
calculated specifically for each measurement day in Flow]Jo
(V10.7.1.), using compensation beads (BD) for fluorochrome-
conjugated antibodies and the test subject’s PBMCs for Fluo-4.
Data were analyzed using FlowJo v10.7.1 (BD Biosciences). All
gates were set in FlowJo, using Fluorescent Minus One (FMO)
controls for each sample (Supplementary Figure 1).

Following gating, the compensated FCS data of each
subpopulation were separately exported. Kinetic curves were
calculated by FacsKin (https://facskin.bitbucket.io/) using an
algorithm that fits a function to the median fluorescence
intensities of the calcium indicator dye, Fluo-4. This allows the
mathematical description and statistical comparison of flow
cytometry acquired kinetic measurements. The calcium flux of
B cells can be described by a double-logistic function, as the
intracellular calcium level first increases, reaches a maximum
level, then decreases and reaches a plateau. Each curve is
described by the following parameters: starting value; time to
reach the first 50% value, slope at first 50% value (ascending
phase), time from first 50% to maximum, time to reach the
maximum value, maximum value, time from maximum to
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second 50%, slope at second 50% value (descending phase),
ending value, and area under the curve (AUC).

The starting value is determined by the baseline calcium
level of each sample and subset and every curve is standardized
to start at 1. Therefore, measurements from different subsets,
patients and days can be compared objectively. The maximum
value of the Fluo-4 MFI correlates with the peak Ca®" level
following an activating stimulus. The ending value shows the
MFI of the Fluo-4 at the end of the measurement period, which
in a 15-minute measurement corresponds with the plateau phase
of the activation curve. The time and slope parameters indicate
how quickly the given cells are able to mobilize Ca>* upon BCR
stimulation. The area under the curve (AUC) value is the most
sensitive, as it indicates the total capacity of cells to mobilize free
Ca”" into the cytoplasm. (Figure 1).

Various viability tests were performed. In a separate tube, a
viability dye (Zombie NIR, from Biolegend) was added at the
time of cell surface labeling to check viability of the cells prior
to loading with Fluo-4. was also checked during gating, as Fluo-
4+ cells were gated. As only live cells with intact membrane can
be loaded with Fluo-4 we used this method to exclude cells that
might have been damaged during labeling. All samples had
over 95% viability within the lymphocyte gate with both
methods. After measuring each tube, trypan blue was used to
check that the activation process did not lead to rapid
cell death.

Statistics

In order to detect the differences between the HC-H2, HC-
H1, HC-HIE, H2-HIE, H1-HIE patient groups we used ordinary
two-way ANOVA and Tukey’s post hoc test. Differences between
the H1 and H2 groups were assessed by a mixed-effects analysis
and the Sidak’s multiple comparisons test due to repeated
sampling and randomly missing values. Levels of comparisons
are the follows; (1) between the mean of the patient groups when
completely ignoring the grouping of the cells, (2) between the
mean of the patient groups within the cell populations and
subpopulations, (3) between the mean of cell populations and
subpopulations within the patient groups. Statistical analysis was
carried out in Prism 8 (GraphPad Software, San Diego,
CA, USA).

Results

Different naive and memory B cell ratio
in levothyroxine treated and ATA+,
euthyroid, infertile patients

The prevalence of B and T lymphocytes was comparable in
the different patient groups. Within the B cell subpopulations,
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Calcium flux kinetic parameters. (A) Density plot of intracellular Ca®* mobilization in human B cells in response to anti-IgG+M antibody
stimulation after labeling with Fluo4- AM (analyzed by FlowJo v10.7.1). X axis: time, Y axis: Fluo4-AM (FITC). Unstimulated controls were
acquired for the first 120 seconds for baseline, then B lymphocytes were activated by crosslinking the B cell receptor with 10 pg/ml F(ab’),
Fragment AffiniPure Goat Anti-Human IgG + IgM (H+L). Activated samples were recorded for 15 minutes (900 s) in a kinetic manner.

(B) Parameters of the dlogist+ (Double-logistic) kinetic function calculated by FacsKin. Example of a Ca®" flux kinetic curve after anti-lgG+M
activation. X axis: time, Y axis: relative parameter value: standardized based on the Fluo4- AM MFI (median fluorescent intensity). The kinetic
curve is created based on the median values of the gated population. The biologically relevant parameters are the following: starting value,
calculated as the limit of the function at -e (minus infinity) (standardized to 1); time to the first 50% value (s); slope at first 50% value, which is
always positive and defines how much the intensity changes during 1 second (unit: int/s where int is the unit of the vertical axis); time from first
50% to maximum value (s), time to reach maximum value (s), maximum value (relative value); time from maximum to second 50% value (s);
slope at second 50% value, always negative (unit: int/s); ending value, calculated as the limit of the function at +e (positive infinity), AUC: the
area under curve from time point 0 to 1020 s (manually set to actual time of measurement).

the prevalence of naive B cells was higher in the euthyroid,
levothyroxine treated Hashimoto (H2) group compared to the
ATA+, infertile, euthyroid (HIE) group (p=0.0230), while H2
patients had significantly lower number of memory cells
compared to HIE patients (p=0.0230). Figure 2A).

The prevalence of the non-switched memory (NSw) (p=0.0289)
and the class-switched memory (Sw, p=0.0196) B cells was
significantly higher in the HIE group compared to the H2
patients (Figure 2B).

Frontiers in Immunology

The CD25-expressing B lymphocyte
compartment is smaller in levothyroxine
treated patients

The prevalence of CD25 expressing cells within all B cell
subpopulations did not differ among the healthy control (HC),
the hypothyroid, untreated (H1) and HIE patients, but was
significantly lower in the H2 group (vs HC p=0.0008, vs H1
p=0.0021, vs HIE p=0.0003). The prevalence of CD25" CD27
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subsets (A), B cell memory subpopulations (B) and CD25" B cell subpopulations (C) HC: healthy controls (n=12); HT: Hashimoto's thyroiditis, H1:
hypothyroid patients with HT before treatment (n=14); H2: euthyroid patients with HT, after levothyroxine-treatment, (n=12); HIE: HT, infertile,
euthyroid patients (n=14); NSw: non-switched; Sw: switched, DN: double negative memory B cells. Differences between the groups and within
the B cell subpopulations were assessed with two-way ANOVA and Tukey's post hoc test except H1-H2 comparisons where a mixed-effects
analysis and the Sidak’'s multiple comparisons tests were used because these groups represent the same individuals in a repeated sampling
before and during treatment. Bars represent the mean + standard deviation (SD) of percentages of lymphocyte subpopulation in each group. *p

< 0.05, **p < 0.01.

IgD’, double negative (DN) memory cells was lower in the H2
group compared to the HIE group (p=0.0121) (Figure 2C).

Basal calcium level is elevated in B cells
from ATA+, euthyroid, infertile patients

The baseline Ca*" level (indicated by the median
fluorescence intensity (MFI) of Fluo-4) of total B cells
from ATA+, infertile, euthyroid patients (HIE) was higher
compared to the other groups [vs HC (p=0.0186), vs H2
(p=0.0053); (Figure 3A)].

The baseline Fluo-4 MFI of naive B cells from HIE patients
was higher compared to the H2 group (p=0.0320). Similar,
more pronounced alterations were present in memory B cell
subsets. The NSw memory cells of HIE patients showed
significantly higher baseline Fluo-4 MFI compared to the
HC (p=0.0168) and H2 (p=0.0017) groups. The baseline
Fluo-4 MFI of Sw memory cells was higher in the HIE
group in comparison with the HC (p=0.0067), the HI1
(p=0.0437) and the H2 (p=0.0022) groups. The DN memory
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subset of the HIE group also showed elevated basal Fluo-4 MFI
compared to the HC (p=0.0201) and the H2 (p=0.0054)
groups. (Figure 3A).

When investigating the differences in the basal Fluo-4
level between the patient groups, regardless of the
subpopulation-based grouping, significant differences
were found in the following comparisons: HC<HIE
(p<0.0001), HI<HIE (p<0.0001), H2<HIE (p<0.0001), H1>H2
(p=0.0016). (Figure 3B).

When dividing B cells and subsets based on their CD25
expression, similar alterations were present in both CD25
negative (CD257) and CD25 positive (CD25%) B cell subsets. In
the case of CD25 B cells, only the memory subsets showed
higher baseline Fluo-4 MFI in the HIE group compared to the
H2 group (NSw p=0.0123, Sw p=0.0045, DN p=0.0066).
(Figures 3C-F).

Levothyroxine treatment decreased the baseline Ca®" level,
although neither pre- nor post-treatment values differed from
the healthy control group (p=0.0011). This alteration is not only
present in the CD25" cells, but also in the CD25 fraction of B
cells. (Figures 3B, D, F).
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Basal calcium level is elevated in B cells from ATA+, euthyroid, infertile patients Baseline median fluorescence intensity of Fluo4 in B cell subpopulations
(A), CD25- (C) and CD25+ (E) B cells. Cross tabulation shows the p values when comparing patient groups without the subpopulation-based grouping
of B cells (B), CD25- (D) and CD25+ cells (F). HC: healthy controls (n=12); HT: Hashimoto's thyroiditis, H1: hypothyroid patients with HT before
treatment (n=14); H2: euthyroid patients with HT, after levothyroxine-treatment, (n=12); HIE: HT, infertile, euthyroid patients (n=14); NSw: non-switched;
Sw: switched, DN: double negative memory B cells. Differences between the groups and within the B cell subpopulations were assessed with two-way
ANOVA and Tukey's post hoc test except H1-H2 comparisons, where a mixed-effects analysis and the Sidak’'s multiple comparisons test were used
because these groups represent the same individuals in a repeated sampling before and during treatment. Data are presented as follows: middle line
represents the median, dot represents the mean, box: interquartile range, whiskers: min-max. *p < 0.05, **p < 0.01; Significant p values are red, non-

significant p values are written in blue.

Naive B cells show higher Ca®t signal
upon BCR stimulation in ATA+ euthyroid,
infertile patients

Then we compared the BCR stimulation induced Ca** flux
properties in CD25" and CD25 naive B cells of the different
patient groups. The maximum Fluo-4 MFI (peak of the Ca®"
signal) of CD25" naive B cells was significantly higher compared
to the total and CD25 naive B cell populations within all patient
groups. No significant differences were present between the
patient groups. (Figure 4A).

In contrast to the Max value, the ending Fluo-4 MFI was
only higher in the CD25" naive cells compared to the CD25" cells
in the HC group. HIE patients had higher Ending Fluo-4 MFI
values compared to H1 (p=0.0269) and H2 (p=0.0050)
groups. (Figure 4B).

The CD25™ naive cells of the untreated H1 patients required
significantly more time to reach the maximum Fluo-4 MFI value
of the activation compared to the HC group (p=0.0028).
(Figure 4C). Time to 1st 50% and Time from Ist 50% to
maximum parameters were comparable between the groups
(Figures D, E).
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In the descending phase of the activation, the CD25" cells of
the H2 patients required more time to reach the second 50%
value of the curve, indicating that they need more time to reduce
the intracellular free Ca®" concentration than those of the HC
group (p=0.0451). (Figure 4F).

The ascending (1*) slope was significantly steeper in CD25"
cells in the HC, H1 and HIE groups compared to CD25 cells and
to the whole naive population. (Figure 4G).

In the H2 group, the slope of the descending phase of
the activation was significantly steeper in CD25" cells
compared to CD25" cells (p=0.0024) and to the whole naive
population (p=0.0024). Furthermore, naive CD25™ cells from
H2 patients showed significantly steeper 2" slope values
compared to naive CD25" cells from the HI group
(p=0.0475). (Figure 4H).

The AUC of CD25" naive B cells was higher in every patient
group compared to the CD25" and total naive cells. The AUC
value of the naive B cell population of HIE patients was higher
compared to the HC (p=0.0200), to the H1 (p=0.0130) and to the
H2 (p=0.0009) groups. The CD25" naive B cells of HIE patients
had higher AUC values than those of the H2 group
(p=0.0070). (Figure 4I).

frontiersin.org



Serény-Litvai et al.

Maximum value

Ending value

10.3389/fimmu.2022.1039166

Time to reach maximum

H1vs HIE
6 4 -
en H2 vs HIE 1500
. e e . o - HC vs Hi1
ES s 0
e . . H ) . -
4 .
5 : o] Sl
£ b1 K] £ s e e b3
g P 1 g2 1 .
o * H i } i» i» o L1 £
22 f . N 2 N * oo ¢ F 500
g [ ° £1q°¢ . .. .
5 5 .
E : | ii, HH) i W
0 T T T T 0 T T T T T T T T
HC H1 H2 HIE HC H1 H2 HIE HC H1 H2 HIE
Patient groups Patient groups Patient groups
e Nave e NaiveCD25- = NaiveCD25+ *  Naive ® NaiveCD25- * Naive CD25+ ® Nave  © NaiveCD25- Naive CD25+
D
Time to 1t 50% Time from 1%t 50% to maximum Time from maximum to 2" 50%
HC vs H2
250 -
10000 800 *
N .
.
o .. ° . 600 ° .
1000 . .
. 200 T . T .
H . .o 7§‘ 1 l V}L $ 400 .
Y < 100 ; H il ] t I 2 . .
.E o ° }i &i E . LI LI F 2004 o, 2 % {
150 = ° ? i i
* ‘ ] 10 o ° } * % H !
T + I
100 T T T T 1 T T T T -200 T T T T
HC H1 H2 HIE HC H1 H2 HIE HC H1 H2 HIE
Patient groups Patient groups Patient groups
e Naive *  Naive CD25- Naive CD25+ * Naive *  Naive CD25- Naive CD25+ * Naive ® Naive CD25- e Naive CD25+
G st ()9, nd 509
Slope at 1t 50% Slope at 2" 50% AUC
HC vs HIE
-
H1 vs HIE
-
H2 vs HIE
— Py
209 - 059 - 4000 JR
Ty - Py sae - W o
< 1.5 . T 0.0 Fegergeens s JPRRONN S ik frey * .
§ [ El L) tex * + 3000 H
8 8 . . . i
2 404 ) e 2 o5 . ¢ . .o
£ 1. = fres s 0 . 3 ]
H B B g 1 H 9 81 i
2 2 S 2000 $ 1 Y
£ 0.5 ; £ 1.0 < % . ° °
o 3 o e o
-3 . =3 . ]
E) o_n_*“i.im.&m&“ ‘gi-&& 2 .54 1000 ¢
. .
0.5 T T T T 2.0 T T T T 0 T T T T
HC H1 H2 HIE HC H1 H2 HIE HC H1 H2 HIE
Patient groups Patient groups Patient groups
* Naive ® Naive CD25- ¢ Naive CD25+ ® Naive ® Naive CD25- ¢ Naive CD25+ ® Naive © Naive CD25- * Naive CD25+

FIGURE 4

Naive B cells show higher Ca®* signal upon BCR stimulation in ATA+ euthyroid, infertile patients Calcium flux kinetic data of naive B, naive CD25- and
naive CD25+ B cells (A) maximum value, (B) ending value, (C) time to reach maximum, (D) time to first 50% value, (E) time from first 50% to maximum,
(F) time from maximum to second 50% value, (G) slope at the first 50% value, (H) slope at second 50% value, (I) area under curve (AUC) value. HC:
healthy controls (n=12); HT: Hashimoto's thyroiditis, H1: hypothyroid patients with HT before treatment (n=14); H2: euthyroid patients with HT, after
levothyroxine-treatment, (n=12); HIE: HT, infertile, euthyroid patients (n=14); NSw: non-switched; Sw: switched, DN: double negative memory B cells.
The kinetic data were analyzed by the FACSKin software. Differences between the groups were assessed with two-way ANOVA and Tukey's post hoc
test except H1-H2 comparisons where a mixed-effects analysis and the Tukey's multiple comparisons test were used because these groups represent
the same individuals in a repeated sampling before and during treatment. Data are depicted as individual values, middle line represents the mean,
whiskers are set to standard deviation (SD) *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001

Memory B cells of ATA+, euthyroid,
infertile patients have enhanced Ca®*

flux upon BCR activation

Similarly, to the naive B cells, CD25" NSw memory B cells
had higher Max values compared to the whole NSw
subpopulation and CD25" NSw cells. When comparing the
patient groups, regardless of the CD25-based grouping, we
found that the maximum Fluo4 MFI was higher after
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levothyroxine treatment (H2) compared to before treatment
values (H1, p=0.0385). (Figure 5A).

The ending Fluo-4 MFI of CD25" NSw memory cells was
also higher in all patient groups (H1, H2, HIE) compared to the

11

total NSw population and the CD25" NSw cells. The HIE group
had a higher ending values than the HC group (p=0.0308) and
CD25" NSw cells of HIE patients had higher ending values than
CD25" NSw cells of HC (p=0.0357). (Figure 5B) The AUC
values of the CD25" NSw memory cells were significantly higher
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Memory B cells of ATA+, euthyroid, infertile patients have increased calcium flux upon BCR activation Selected calcium flux kinetic data of
memory B cell subsets: Non-switched (NSw) memory B cells, CD25- and CD25+ NSw cells: (A) maximum value, (B) ending value, (C) area
under curve (AUC) value. Immunoglobulin class-switched (Sw) memory B cells, CD25- and CD25+ Sw cells: (D) maximum value, (E) ending
value, (F) area under curve (AUC) value. CD27-, IgD- double-negative (DN) memory B cells, CD25- and CD25+ DN cells: (G) maximum value,
(H) ending value, (1) area under curve (AUC) value. HC: healthy controls (n=12); HT: Hashimoto's thyroiditis, H1: hypothyroid patients with HT
before treatment (n=14); H2: euthyroid patients with HT, after levothyroxine-treatment, (n=12); HIE: HT, infertile, euthyroid patients (n=14). The
kinetic data were analyzed by the FACSKin software. Differences between the groups were assessed with two-way ANOVA and Tukey's post hoc
test except H1-H2 comparisons where a mixed-effects analysis and the Tukey's multiple comparisons test were used because these groups
represent the same individuals in a repeated sampling before and during treatment. Data are depicted as individual values, middle line
represents the mean, whiskers are set to standard deviation (SD). *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001.

than those of CD25  NSw cells in all three (H1, H2, HIE) patient
groups. The CD25" NSw cells of HIE patients had exceptionally
high AUC values, significantly higher compared to the CD25"
NSw cells of healthy controls. When looking at patient groups
regardless of the CD25 expression-based grouping, the
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difference between the AUC values of NSw cells from HIE
patients was not only higher compared to healthy controls
(HC, p=0.0097), but also compared to hypothyroid patients
(H1, p=0.0121). (Figure 5C) The CD25" NSw cells also reacted
faster than CD25 NSw cells in all groups. Significant differences
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could be detected in pattern of activation between the HC
and HI; and the HC and HIE groups. Further time and
slope parameters of NSw memory cells are presented in
Supplementary Figure 2.

The Sw memory cells of HIE patients showed higher
Maximum, Ending and AUC values compared to the HC
group (p=0.0487, p=0.0282 and p=0.0015 respectively).
(Figures 5D-F) The CD25" compartment of the Sw memory
cells also had higher Ending value compared to the CD25" cells
in HIE patients (p=0.0479). (Figure 5E) The Sw cells of H1
patients required more time to reach the maximum value
compared to HC (p=0.0044), whereas the Sw cells from the
same patients after treatment (H2) needed less time compared
H1 (p=0.0309). (Supplementary Figure 3).

The DN memory cells of both H1 and HIE patients showed
higher maximum Fluo-4 MFI values compared to the healthy
controls (p=0.0102 and p=0.0449, respectively). (Figure 5G)
CD25" DN memory cells showed higher ending Fluo4 MFI
compared to CD25 cells in the H1 (p=0.0202) and in the HIE
(p=0.0067) groups. (Figure 5H) CD25" DN cells had higher
AUC values compared to CD25 DN cells in the infertile (HIE)
group. DN memory B cells from HIE patients had an overall
higher AUC compared to healthy controls (HC, p=0.0359).
(Figure 5I) DN memory cells of HIE patients reacted slightly
faster (higher 1*' slope) to BCR stimulation compared to controls
(HC, p=0.0467). (Supplementary Figure 4)

Discussion

In this study we investigated the Ca®" flux of B cell subsets in
response to BCR ligation in infertile, euthyroid, ATA+ women;
hypothyroid, ATA+ patients before and after levothyroxine
treatment and age-matched healthy controls. The functional
alterations of B lymphocytes have never been investigated in
Hashimoto’s thyroiditis and infertility before. Signaling via the
BCR is the ‘master regulator’ of most aspects of immunological
fate in B cells including positive and negative selection, central
and peripheral tolerance, activation and function (29). Ca** flux
serves as a central pathway for encoding and transducing
differences in BCR signaling with significant biological and
pathological consequences (43, 44). The BCR signaling is
modified by synergizing signals from several receptors, such as
the B cell-activating factor receptor (BAFFR), toll-like receptors
(TLR) 7 and 9 and CD40 (45). Emerging evidence indicates that
even modest alterations in BCR signaling are sufficient to
facilitate and maintain autoimmunity in a B cell-intrinsic
manner via several distinct mechanisms (29).

Altered signaling downstream of the BCR and synergizing
receptors can lead to the skewing of the naive BCR repertoire
resulting in an increased prevalence of autoreactive clones (59-
63). However, this alone is not enough for the development of an
autoimmune disease, as up to 40% of newly formed B cells
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exhibit autoreactivity in healthy individuals as well (64, 65). The
critical step in the loss of tolerance is the activation of
autoreactive B cell clones. Evidence indicates that during an
autoimmune disorder autoantibody-producing B cells can be
formed both in the germinal center and via the extra-follicular
pathway. Remarkably, under specific circumstances newly
formed B cells are able to by-pass the germinal center yet still
go through somatic-hypermutation and antibody class-
switching and differentiate into short lived plasmablasts in the
periphery (66). An infection could be an important permissive
circumstance, as increased BAFF and type I IFN production
along with the presence of pathogen-derived antigens, which
connect to the TLRs can create the opportunity for newly formed
B cells to activate and go through class switching. Among these
activated B cells a higher prevalence of self-reactive clones may
initiate autoantibody production (64).

Recent studies have demonstrated that activated autoreactive
B cells are able to direct the formation of spontaneous GCs and
facilitate the break in T cell tolerance by recruiting cognate Try
cells (29). It is intriguing to assume that B cells may be the ones
that play the initial role of antigen presentation, providing the
crucial activating signals for autoreactive T cells (29). In this
regard, the CD25" B cells may be especially interesting (58). In
line with previous findings, suggesting that CD25" B cells
represent a functionally different group (58), we found
enhanced responsivity to BCR stimulation in CD25" B cells
compared to CD25  cells within the naive and non-switched
subsets in healthy controls as well as all patient populations.

The B cells of infertile, ATA+ euthyroid patients showed
higher basal level of Ca** and hyperresponsivity to BCR ligation,
indicated by the altered Ca** flux kinetic parameters compared
to healthy controls and hypothyroid patients. Interestingly, the
elevated basal Ca®" level was not only present in the CD25"
compartment of B cell subsets, but also the CD25" compartment.
The naive B cells of infertile patients had enhanced Ca** flux
response compared to the healthy control group, which is
especially interesting knowing that immature B cell clones that
have enhanced response to BCR stimulation have an advantage
during the positive selection. In experimental settings a slight
increase in the BCR signaling strength was sufficient to promote
autoimmunity in a B cell intrinsic manner (29). Memory subsets
of infertile, ATA+ patients also showed BCR-hyperreactivity
compared to healthy controls.

Surprisingly, we only found minimal differences between
hypothyroid patients and healthy controls. However, we
observed differences between the hypothyroid and the ATA+,
infertile, euthyroid patient groups. The overall basal Ca*" level of
B cells of infertile patients was higher than that of hypothyroid
patients. However, the differences in the Ca?* flux kinetics
between the euthyroid infertile and the hypothyroid group
were only present in the naive and non-switched memory
subsets. The naive subset had higher Ca®" levels at the end of
the measurement and both the naive and the non-switched
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memory cells had higher AUC in the infertile group compared to
the hypothyroid group. The switched and double-negative
memory subsets on the other hand showed similar Ca** flux
characteristics in these two patient populations. The double-
negative memory cells for example had a similarly elevated Max
value in both the hypothyroid and the euthyroid, infertile group
compared to healthy controls.

These findings indicate elevated basal Ca*" levels and
enhanced Ca®" flux response in ATA+, euthyroid, infertile
patients but not in hypothyroid patients. Two hypotheses
could explain these findings, first, that these two patient
populations represent different stages of thyroid disease, which
could impact the characteristics of the autoimmune response.
The ATA+, infertile, euthyroid patients still have maintained
thyroid function, thus the observed alterations could be
characteristics of an earlier stage of thyroid autoimmunity. In
the hypothyroid group, the signs of thyroid tissue damage are
evident on the thyroid ultrasound, and they have decreased
thyroid function, indicating years of ongoing autoimmune
inflammation. This would support the notion that the loss of
tolerance for thyroid antigens is initiated in the periphery rather
than in the thyroid gland itself. Second, the key difference
between the H1 and HIE groups is the presence of infertility.
In this context, the enhanced Ca?* flux response of B cells may
be a result of systemic immune dysfunction, which could be the
common underlying cause of both infertility and HT. Overall,
these data support the role of enhanced BCR-induced Ca*" flux
in the early phase of thyroid autoimmunity and infertility and
lead us to believe that further investigating of this population is
key to understanding the connection between Hashimoto’s
thyroiditis and infertility.

To investigate the direct effect of hypothyroidism on B cell
function, we evaluated the hypothyroid patients following
levothyroxine replacement. After the normalization of TSH
levels, the basal Ca®" levels of these patients decreased
compared to pre-treatment, although neither the pre- nor
post-treatment values differed from the healthy controls. More
interestingly, levothyroxine treatment decreased the prevalence
of CD25" B cells, which are presumed to play an important role
in peripheral antigen presentation to T cells (58). One reason for
this could be a lower autoantigen release due to decreased
metabolic activity of thyroid follicles or it may be a direct
effect of levothyroxine. This is a potential mechanism how the
levothyroxine treatment of hypothyroidism could decrease the
progression rate of autoimmune thyroid destruction.

Interestingly, we found differences between the two
euthyroid patient groups (H2 and HIE) as well. The
prevalence of naive B cells was lower, while the prevalence of
memory B cells was higher in ATA+, infertile, euthyroid patients
compared to levothyroxine-treated, euthyroid patients. The
prevalence of CD25" B cells was lower in the levothyroxine

Frontiers in Immunology

14

10.3389/fimmu.2022.1039166

treated group, specifically in the double-negative memory
subset. The basal Ca®" level was higher in infertile patients in
all B cells and subsets. The naive cells of infertile patients had
higher intracellular Ca®* level at the end of the measurement and
the whole naive population and the CD25" naive cells had higher
overall Ca** flux (AUC) compared to the levothyroxine treated
group. As both groups were in a euthyroid state, it seems that
thyroid function on its own does not determine the Ca®" flux
response of peripheral B cells.

The greatest strength of this work is that utilizing this novel
flow cytometry method enables us to describe the subtle
alterations of the activation response of selected B lymphocyte
subsets in real time. This gives us information about the function
of B cell subsets and allows the objective comparison of subsets,
as each receives the exact same activating stimulus. The
alterations of slope and time parameters did not appear
relevant in thyroid autoimmunity, however, to adhere to the
rules of accurate scientific reporting we decided to present these
parameters as well. The most important limitation of this study
is that due to the very strict inclusion criteria, the highly
specialized measurement method and the COVID-19
pandemic, the number of patients is limited. Therefore, these
results have to be verified on larger patient populations as well.
Although the autoimmune thyroid inflammation takes place in
the thyroid gland itself and therefore investigating peripheral B
cells has limitations, the thyroid-specific memory B lymphocytes
can re-enter the circulation and reflect the ongoing autoimmune
process. More importantly, as infertility suggests a systemic
immune disorder, investigating peripheral B cell subsets is
highly relevant in the question of how HT and infertility
are related.

In conclusion, we were able to show systemic BCR-
hyperresponsivity in ATA+, infertile, euthyroid patients,
which was not present in hypothyroid patients. This supports
the role of altered Ca®" flux of B cells in the early phase of
thyroid autoimmunity and infertility. We therefore suggest a
paradigm shift, where B cells could play a role in the
development of thyroid autoimmunity and infertility rather
than being just by-standers in the inflammatory response. This
could also mean that the thyroid gland is just one of the targets
of autoreactive B cells and autoimmune thyroiditis might not be
the underlying cause of infertility. However, further
investigations are necessary to understand the association of
Hashimoto’s thyroiditis and infertility. Levothyroxine
treatment led to a subtle decrease in the prevalence of CD25"
B cells and lower basal Ca®" levels compared to pre-treatment,
which indicate that levothyroxine may have a slight effect on the
progression of autoimmune inflammation. However, as
differences were present between the two euthyroid groups,
thyroid function alone is unlikely to determine the function of
B cells.
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