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1. BEVEZETES

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,
amely ellen - plazmasejtté érve - specifikus ellenanyagokat termel. Tovabba a B sejtek fontos
részilk memoria B sejté alakul, ezaltal kozremiikodnek az immunologiai memoria
fenntartdsaban is. A BCR szignalok kiilonb6zd informéaciokat kozvetitenek attdl fliggden,
hogy egy B sejt melyik fejlddési szakaszban van. A naiv B sejtek IgD-t és IgM-et
expresszalnak, és negativak CD27-re. A CD19+ IgD+, CD27- alpopulécio tartalmazza az
ujonnan képzddott, tranziciondlis B sejteket is, amelyek elhagytdk a csontveldt és pozitiv
szelekcion mennek keresztiil a naiv, érett B sejt-repertoar kialakitdsdhoz. Az antigénkotés
hatdsdra a naiv IgD+ sejtek a periférids nyirokszervek extrafollikularis gocaiban
szaporodnak, ahol rovid életli, antigén-specifikus, alacsony affinitdsu IgM-et termeld
plazmablasztokka (PB) alakulnak. Az antigén hatdsara aktivalodott B sejtek egy masik
csoportja bevandorol a csiracentrumba ¢és ott osztodason és T sejt fliggd osztalyvaltason
mennek keresztiil, ami a B sejtek memoria- vagy hosszu életli plazmasejtekké (PC) valod
differencialodasdhoz vezet. A hosszu életli, memoria tipusu PB és PC populacidkat (keringd

antitest-termeld sejtek, ASC) az IgD-CD27M"CD38"e" fenotipus jellemzi.

Az antigénspecifikus aktivaciot kovetéen egyes B sejtek memoéria B sejtekké
differencialodnak, CD27-et expresszalnak, €s jra belépnek a keringésbe. CD27+ B sejtek
IgD expresszidjuk alapjan tovabb osztalyozhatok. Azokat a periférids memoria B sejteket,
amelyek még expresszalnak IgD-t, az izotipusvaltas el6tti memoria B sejteknek (Non
switched, NSw), mig azokat, amelyek Ig-izotipusvaltdson esnek at, és elkezdenek IgG-t
vagy tovabbi Ig-altipusokat expresszalni, konvencionalis memoria B sejteknek (Switched,
Sw) nevezik. Ez utdbbiak fokozzak a felszini Ig-expressziojukat, és elveszitik az antitest
termeld képességét. Végiil bizonyos memdriasejtek 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 oszt6do, gyulladasos citokintermeld sejtek, amelyek

szerepet jatszhatnak az autoimmunitasban.



A szabad intracellularis (IC) kalcium egy multifunkcionalis masodlagos hirvivé molekula,
amelynek dinamikus koncentracid valtozédsai a B limfocitdk immunologiai sorsdnak és
miikodésének legtobb részét szabalyozzak. A migracid, sejtadhézio, apoptozis, proliferacio,
sejtciklus, protein kindz jelatvitel, mitokondrialis és endoplazmatikus retikulum fiziologiaja,
fehérjék, transzkripcios faktorok transzlokécidja és aktivalasa, valamint a génexpresszid
egyarant IC Ca?" 4ltal szabélyozott folyamat. A B sejtek kalciumszintjét dinamikusan
szabalyoz6 tényezOk kozé tartoznak az IC receptorok és csatorndk, amelyek a belsd
raktarakbol valo Ca*" felszabaduldsaért feleldsek; a plazmamembréan csatornak, amelyek a
Ca?" bejuttatasaért feleldsek; a nyugalmi membranpotencial, amit a fesziiltségfiiggd és
kalcium vezérelt K* csatornak 4llitanak be, ami a Ca®" bejutdsanak elektromos hajtoerejét
adja; a fesziiltségfiiggd transzporterek ¢és a nem szelektiv kationcsatorndk; a
szarko/endoplazmas retikulum (SERCA) és plazmamembran (PMCA) Ca** ATP4z pumpék,
amelyek a Ca?'-t visszajuttatjak az IC raktarakba valamint a mitokondriumok pufferelése.
Egyiittesen formaljak azokat a kalciumjeleket, amelyek meghatarozzak a B sejtek eltérd

funkcionalis valaszat.

A B sejt receptoron keresztiili jelatvitel a B sejtek immunologiai sorsanak f6 szabalyozoja,
ideértve a pozitiv €s negativ szelekciot, a kdzponti és periférias toleranciat és az aktivaciot.
A Ca*" kdzponti szerepet jatszik a BCR jelatviteli itvonal szabalyozasaban, amelyben mar
egy kis valtozas is patologias kovetkezményekkel jarhat. Egyre tobb bizonyiték hivja fel a
figyelmet a megvaltozott BCR jelatvitel kulcsfontossdgu szerepére az autoimmunitas
vonatkozasaban, miszerint modositja a naiv BCR repertoart, el0segiti az autoreaktiv B sejt
klonok aktivacidjat T sejt dependens és independens modon, eldsegitve a spontan
autoreaktiv GC-k kialakulasat és a Tru sejtek toborzasaval a T sejt-tolerancia elvesztését.
Histocompatibilitasi Complex (MHC) II. tipusi molekuldkon keresztiil, a kostimulalos
molekulékkal és citokinekkel egyiitt. Habar a megfigyeléseket foként szisztémas autoimmun
modelleken tették, a megvaltozott BCR jeltavitel a Hashimoto-féle pajzsmirigygyulladas
kialakuldséban is fontos szerepet tolthet be, kiilondsen mivel tovabbi autoimmun betegségek

kialakulasanak a kockazata jelentdsen magasabb Hashimoto thyreoiditis esetén is.



A Hashimoto-féle pajzsmirigygyulladds (Hashimoto thyreoiditis, HT) a fertilis koru ndket
érintd gyakori szerv-specifikus autoimmun betegség. Jellemz6 az emelkedett pajzsmirigy
elleni antitestek - anti-tireo-peroxidaz (anti-TPO) és anti-tireoglobulin (anti-Tg) - jelenléte,
valamint a pajzsmirigy mononukledris sejtes infliltracidja. A cellularis és humoralis
tényezok Osszetett kolcsonhatdsa tobb ¢éven at tartd kronikus gyulladasos folyamatot
eredményez. Egy adott szintli pajzsmirigyszovet karosodast kovetden hipotiredzis alakul ki,
amit a pajzsmirigy-stimulalé hormon (TSH) szintjének emelkedése jelez. Az autoantitest-
pozitivitas onmagaban, pajzsmirigy-diszfunkcio nélkiil is jelentésen megndveli a medddség
¢s a vetélés kockazatat. Az autoantitestek jelenléte negativ hatdssal lehet az in vitro
fertilizacio (IVF) sikerességére is, mivel kimutattdk, hogy jelentdsen csokken a
megtermékenyités, a beiiltetés ¢és a terhességek aranya, valamint megnd az vetélés
kockéazata. Emellett a terhesség soran kialakulé immuntolerancia is karosodhat, amit a
korasziilések (OR 2,07) és a terhességi szovodmények magasabb ardanya is mutat. A
pajzsmirigy-alulmiikodés altalanos kezelésére egy szintetikus pajzsmirigyhormont, a

levotiroxin szedését irjak eld.

A Graves-korral ellentétben, amelyet autoantitest-medialt rendellenességként ismeriink, a
Hashimoto-féle pajzsmirigygyulladast altalaban T sejt-medialt betegségnek tekintik. A
klasszikus hipotézis szerint az autoreaktiv B limfocitdk a gyulladasos folyamat
mellékszerepléi, amelyek a megfeleld citokin-kornyezetben a pajzsmirigy antigének
felszabaduléasa és a T helper (Tw) limfocitak jelenlétében aktivalodnak. Az autoimmunités
terén elért kozelmultbeli kutatasok eredményei megvaltoztattdk a B sejtek szerepével
kapcsolatos nézetiinket, mivel a bizonyitékok azt mutatjak, hogy a megvaltozott BCR
szignalizacio lehet a kulcsfontossagu 1épés ¢és az elsddleges hajtdéeré a tolerancia
elvesztésében és az autoimmunitas kialakulasaban, és az nemcsak az autoreaktiv Tn
sejtaktivacido kovetkezménye Longitudinalis vizsgalatok kimutattdk, hogy a betegséggel
Osszefliggd autoantitestek megjelenése évekkel elore jelzi a betegség kialakulasat tobbszoros
autoimmun betegségekben, mint példaul a szisztémdas lupus erythematosusban (SLE), a

rheumatoid arthritisben vagy 1-es tipusu cukorbetegségben.



2. CELKITUZES

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

periférias B sejt alcsoportok Ca*" flux paramétereik jellemzésére.

Az optimalizalt Fluo-4-AM alapu aramlasi citometrias modszernek a segitségével célunk
volt valos idében leirni a kivalasztott B limfocita alcsoportok aktivacios valaszanak finom
valtozésait. Ez valdsaghti 6sszehasonlitast tesz lehetéveé, mivel minden alcsoport pontosan
ugyanazt az aktivalo ingert kapja és fontos informaciot szolgéltat a kiilonbozd alcsoportok
adott ingerre adott eltérd fiziologiai valaszképességérol. Ez a modszer alkalmas limfocitak

aktivacios jellemzdinek leirdsara kiillonb6zo B sejtes immunologiai rendellenességekben.

2. Ezt kovetéen az optimalizalt Fluo-4-AM alapti é4ramlési citometrids moddszerrel
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 recepetor 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.

Arra voltunk kivancsiak, hogy milyen szerepet tolt be a megvaltozott B sejt receptor
szignalizaci6 a Hashimoto thyreoiditisben ¢és az inferilitds kialakuldsaban, illetve a
levotiroxin milyen hatéast gyakorol a B sejtek kalcium kinetikajara hipotiroid betegek kezelés

elotti és utani mintaiban.



3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Aramlisi citometria

Tanulmanyunkat a Helsinki Deklaracié elveinek megfeleléen végeztiik. A kutatési tervet a
helyi etikai testiilet, a Pécsi Tudomanyegyetem Egészségiligyi Kozpont Regonalis,
Intézményi Tudomanyos és Kutatasetikai Bizottsdga hagyta jova (RIKEB 5913/2015).
Minden vizsgalati eljaras elétt kovetkezetesen minden résztvevotdl irasos beleegyezést
kaptunk. Minden résztvevotdl periférias vérmintat vettiink. A periférids vér mononuklearis
sejtjeit Ficoll-Paque PLUS stirtiség-gradiens centrifugalassal valasztottuk el. Ezt kovetden a
mintakon (8 x 10 sejt) sejtfelszini jelolést végeztiink. A metodika kidolgozasa soran a B sejt
alcsoportok meghatarozasahoz a kdvetkezd fluorokrom-konjugalt anti-humén antitesteket
alkalmaztuk: CD3-PerCP, CD19-PE, IgD-APC, CD38-APC-Cy7 ¢és CD27-PE-Cy7. A HT-
ben vizsgalt B sejt alcsoportok meghatarozasdhoz a kdvetkezd fluorokrom-konjugalt anti-
human antitesteket alkalmaztuk: CD5 PerCP, CD19 PE, IgD APC, CD27 PE-Cy7, CD25
BV421. A citoplazmatikus szabad kalciumszint detektalasahoz a sejteket 5 uM Fluo-4-AM
(DMSO-ban) 20%-o0s (w/v) Pluronic F-127-tel kiegészitve toltottiik fel. A metodika
kidolgozasa soran a BD FACS Canto II é4ramlési citométeren minden mintanal 60
masodperces alapjelet (baseline) rogzitettliink, majd aktivaldszert adtunk hozza. A kévetkezd
koncentraciokat vizsgéltuk: anti-human IgG+M 0,1, 0,5, 1, 2,5, 5, 7,5, 10 és 20 pg/ml; anti-
human IgG és anti-humén IgM esetében 0,5, 1, 10 és 20 pg/ml. A HT-ben vizsgalt B sejt
alcsoportok tanulmanyozasanal minden mintanal 120 mésodperces baseline-t rogzitettiink,
a B limfocitdkat és tovabbi 900 masodperces kinetikus fazist regisztraltunk. Az adramlasi
citométeres mérések adatait a FlowJo v10.7.1 szoftver segitségével elemeztiik ki. A
célpopulaciokat egyenként exportaltuk, majd a kinetikus mérésekre gorbéket illesztettiink a

FacsKin kinetikus elemz06 program segitségével.

3.2. Kinetikus fiiggvény létrehozasa, paraméterei

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

citometridval kapott kinetikai mérések matematikai leirasat és statisztikai dsszehasonlitasat.



A kinetikai fliggvény kiilonboz6 paraméterei az aktivalasra adott valaszreakciok kiilonb6zo
aspektusait irjak le. A Starting value paraméter a kiindulasi kalcium koncentracioval all
Osszefiiggésben (amely 1-re standardizalhatd, ami lehetévé teszi a kiilonb6zé napokon
végzett mérések Osszehasonlitasat). A Maximum value (MAX) paraméter korreldl az
aktivalas soran elért maximalis citpolazmatikus Ca** szinttel. Az Ending value paraméter az
aktivalas platd fazisa alatti Ca®>" szintet tiikrdzi, ami a CRAC csatornan keresztiili tartds
extracellularis Ca" bearamlasanak kovetkezménye. A Time to reach maximum value (T to
Max), a maximalis Fluo-4 MFI érték eléréséhez 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 aktivaloszerre. A Time from first 50% value
to maximum (T from 50% to Max) és a Slope at Ist 50% value paraméterek azt irjak le, hogy
a fluoreszcencia intenzitds mennyit valtozik 1 mdasodperc 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%) és Slope at 2nd 50% value
paraméterek azt jelzik, hogy milyen gyorsan csdkken a Ca" szint az aktivacié csticsa utan.
A gorbe alatti teriilet (AUC) paraméter korreldl a sejtek teljes Ca?" mobilizalasi

kapacitasaval. A statisztikai szamitasokat ezen paraméterek szdmszerli adataibodl végeztiik.

3.3. Reprodukalhatosag

A hibatlan mérések és az Osszehasonlithatd kisérletek biztositdsa érdekében a legjobb
laboratoriumi gyakorlatokat kovettiilk a minta-elokészités, az dramlasi citometriai mérések
és az IC Ca®" kinetika kovetése terén. Az International Society for Advancement of
Cytometry (ISAC) ajanlésa alapjan a jeloléseket és a méréseket szobahdmérsékleten
végeztilk. Minden mérési napon citométer beallitast (CS&T) végeztiink. A kompenzaciods
csovek mért matrixait specifikusan, minden mérési napra kiszamitottuk FlowJo-ban, a
fluorokrommal konjugalt antitestekhez kompenzacidés gyongyoket (BD) és a Fluo-4
festékhez a vizsgélati alanyok PBMC-jét hasznaltuk. A mérések standardizalasa és a
reprodukalhatdsag biztositasa érdekében szamos validalési 1€pést €s kiilonféle kontrollokat
alkalmaztunk. Az autofluoreszcencia €s mas fluoroforokbdl szarmazo jelek kizéarasat, illetve
a negativ és pozitiv populaciok pontos meghatarozasit FMO kontrollok segitségével

hataroztuk meg. A nem aktivalt mintdkat megmeértiik, és referenciaként hasznaltuk, hogy



kizarjuk a miiszaki beallitasbol szarmazé Fluo-4 jelvaltozasokat. Minden egyes aktivaldszer
esetében elvégeztiink egy kinetikai mérést is Fluo-4 jelolés nélkiil (Fluo-4 FMO), hogy
kizarjuk a hattér fluoreszcenciaban az aktivalasi folyamatbol eredé barmilyen valtozast. A
FacsKin szoftver segitségével az Osszes baseline mérést 1-re standardizéltuk, ami
lehetdséget adott a kiilonb6zo baseline Fluo-4 MFI értékkel rendelkezd sejt populaciok
méréseinek objektiv Osszehasonlitasdhoz. A sejtek életképességét tobb 1épésben
ellendriztiik. Elészor egy kiilon csOben viabilitdsi festéket (Zombie NIR) adtunk a
sejtfelszini jeldléshez, hogy ellendrizziik az preanalitikai folyamatokat, mint példaul a
vérvételt, a mintatarolast és a limfocitdk szepardlasanak a sejt €letképességére gyakorolt
hatasat. Masodszor az egyes csovek mérése utan a sejtek életképességének
meghatarozasahoz tripankék festékkizardsos technikat alkalmaztunk annak ellendrzésére,
hogy az aktivalasi folyamat nem vezetett-e gyors sejthaldlhoz. Harmadszor a kinetikai
mintak analizise sordn csak az ¢letképes, Fluo-4-gyel feltoltott sejteket elemeztiik ki. A

viabilitds minden egyén esetében 95% f616tt volt a mérést kdvetden.

3.4. Az IgD preaktivalo hatasanak tesztelése

A B sejt alcsoportok megkiilonboztetésére hasznalt anti-IgD jelolés preaktivald hatasanak
tesztelésére 6t csovet jeloltiink APC konjugalt IgD antitesttel, 6t csdvet konjugalatlan IgD
antitesttel (IgD-APC klonnal azonos) IgD-APC antitesttel megeggyez6 koncentracidoban és
o0t csovet jeldletleniil hagytunk. Az Gsszes 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)

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

3.5. Statisztika

A B limfocitdk BCR stimulaciot kovetd kalcium bedramlasanak modszerének kidolgozasa
sordn az alabbi statisztikékat alkalmaztuk. A prevalencia, a medidn fluoreszcens intenzitas
¢s a Fluo-4 baseline adatok statisztikai elemzését GraphPad Prism 9 segitségével végeztiik.
A normalitas vizsgalathoz Shapiro-Wilk tesztet hasznaltunk. A nem normal eloszlast
adatoknal az egyszeres Osszehasonlitasokhoz Wilcoxon-féle (paros) eldjeles rang tesztet, a
tobbszoros 0sszehasonlitasokhoz Friedman-tesztet alkalmaztunk, kettonél tobb adathalmaz

Osszehasonlitdsdnal Benjamini-Hochberg FDR korrekcidt alkalmaztunk. Két normal



eloszlasi adathalmaz Osszehasonlitasara paratlan kétmintds kétoldalas t-probat
alkalmaztunk. Tobb mint két normal eloszlasu adathalmaz Gsszehasonlitdsdhoz kétutas

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

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

Prism 9 program segitségével.

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. A normalitds vizsgalathoz Shapiro-Wilk tesztet
hasznaltunk a R szoftvercsomag shapiro.test fiiggvényével. A nem normal eloszlasu
adathalmazok vizsgalathoz Wilcoxon ¢és Kruskal-Wallis tesztet alkalmaztunk a R
szoftvercsomag wilcoxon.test és kruskal.test fiiggvényeivel. Tébb mint két adathalmaz
Osszehasonlitasahoz Dunn-féle Kruskal-Wallis tobbszords 0sszehasonlitd post-hoc tesztet
hasznaltuk a FSA R szoftvercsomag dunnTest fiiggvényével. A 0,05-nél kisebb p értékeket
szignifikans eredménynek tekintettiik, a korrigalt p értékeket a korabban emlitett dunnTest

fliggvény (Benjamini-Hochberg, "BH” modszer) segitségével szamitottuk ki.

Az autoimmun thyreoiditisben €s az ehhez tarsulo infertilitasban vizsgalt B limfocitak BCR
stimulédciot kovetd kalcium bearamlasanak tanulmanyozasahoz a kovetkezd statisztikékat
alkalmaztuk. Az EK-H2, EK-H1, EK-HIE, H2-HIE, HI1-HIE betegcsoportok kozotti
kiilonbségek kimutatasara hagyomanyos kétutas ANOVA ¢és Tukey féle post hoc tesztet
alkalmaztunk. A H1 és H2 csoportok kozotti kiillonbségeket vegyes hataselemzéssel ¢€s a
Sidak-féle tobbszords Osszehasonlitd teszttel értékeltilk az ismételt mintavétel és a
véletlenszerien hidnyzo6 értékek miatt. Az Osszehasonlitdsok szintjei a kovetkezdk; (1) a
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

Osszehasonlitdsa. A statisztikai elemzést Prism 8-ban végeztiik.



B LIMFOCITAK BCR STIMULACIOT KOVETO KALCIUM
BEARAMLASANAK MODSZERTANA

4. EREDMENYEK

A kisérlet soran megnéztiik, hogy a gyakran hasznalt B sejt aktivaloszerek (anti-IgG+IgM,
anti-IgG, anti-IgM,) hogyan befolyasoljak a keringd B limfocita alcsoportok kalcium flux
mintazatat. 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 bazélis Ca®" szintje bizonyult a legmagasabbnak a tbbi B sejt alcsoporthoz
képest. Ezek a sejtek erds és gyors Ca’" kinetikdval reagiltak anti-IgM-re, viszont anti-IgG-
re nem. Annak ellenére, hogy IgM-et hasznaltak BCR-ként, a NSw B sejtek nem reagaltak
tigy, mint a naiv B sejtek, hanem olyan Ca** flux kinetikai mintazatot mutattak, mint az IgG-
tipust BCR (Sw és DN) memoria alcsoportok. A MAX érték azonban alacsony volt a NSw
sejtekben, ami 0sszhangban all az IgM ¢s IgG tipust BCR kozotti kiilonbségekkel. A Sw és
DN memoriasejtek csak anti-IgG (€s anti-IgG+M) aktivaldszerre reagaltak, annak ellenére,
hogy az IgM-et expresszalo sejtek koriilbeliil 10%-4t tartalmaztdk. Az IgG-re reagdlo Sw és
DN memoriasejtek bazalis Ca®" szintje hasonld volt és Ca®* kinetikajuk is kdzel azonos volt.
Fontos megjegyezni, hogy mind a Sw, mind a DN alcsoportokban a sejtek koriilbeliil fele
nem expresszalt [gM-et vagy IgG-t, ami valdsziniileg az IgA tipusu memoriasejteknek felel
meg. Ezt figyelembe kell venni a meméria B sejt alcsoportok Ca?" kinetika elkiilonitését
célzo kisérleti 6sszeallitasban.

Az ASC-krél ismert, hogy csokkentik a sejtfelszini Ig-expressziéjukat. Erdekes modon
stimuldlni tudtuk a periférids ASC-ket IgG receptorukon keresztiil. A bazalis Ca’* szintjiik
hasonl6 volt az Sw és DN memoria B sejtekhez, ami arra is utal, hogy még nem értek el
fliggetlenséget 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
¢s DN memoria alcsoportokhoz képest. Lassabban is érték el a MAX értéket. Ez a BCR
stimulécidra adott elhtiz6d6 vélasz és az alacsonyabb cstcs valoszinlileg az csokkent
sejtfelszini IgG expresszio ¢s a BCR-hez kapcsolodo gatld jelatvitel kovetkezménye. A
cstics utan az IC Ca®" szint fokozatosan csokkent, és a mérés végére majdnem visszatért az

alapvonalhoz, ami tovabbi SOCE és NFAT szignalizacios kiillonbségeket mutat.
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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 tarté Ca®" flux vélaszt
adtak az 0sszes memoria alcsoporthoz képest. Ez a visszafogott valasz az anti-IgD jeldlés
altal generalt robusztus Ca’" szignal kdvetkezménye lehet, amely nemcsak a naiv B sejtek
reakcioképességét csokkentette a késdbbi IgD-n keresztiili stimulaciéra, hanem az IgM-et
is. Ugy tiint, hogy az anti-IgD eldkezelés csekély hatassal volt az NSw memériasejtekre.
Meglep6 mddon, amikor elhagytuk az anti-IgD jel6lést, és csak a CD27-et hasznaltuk a naiv
és a memoria B sejtek megkiilonboztetésére, azt talltuk, hogy a naiv sejtek nagyobb Ca**
flux valaszt mutattak a BCR stimul4cidra, 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 eltérd Ca’" flux mintdzatot mutattak a
memoria B sejtekhez képest. Tovabba ez a naiv Ca’>" flux mintdzat megmaradt az NSw
memoriasejtek IgD altal kivaltott valaszaban, mig az IgM éltal kivaltott valaszuk a
memoriamintazat felé tolodott el, ami magasabb platot eredményezett a SOCE soran. Ez
alatamasztja 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-tipusénak a
kovetkezményei.

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 platod fazis jelenik meg, ami a SOCE-nak
tulajdonitott ,,mindent vagy semmit” jelenségre utal. E kiiszob felett a platd szint
dozisfiiggden tovabb emelkedett. Alacsonyabb aktivalasi kiiszobat figyeltiink meg az 1gG-t
expresszald memoria B sejt alcsoportokban (Sw és DN), mind az IgM-et expresszaldé NSw
memoriasejtekhez, mind a naiv sejtekhez képest. Ez a BCR tipusban kodolt inherens
kiilonbség a novekedési faktor receptorhoz kotott protein 2 (Grb2) miitkodéséhez
kapcsolodik. Mig a Grb2 szerepet jatszik a membranhoz kotott [gM-tipusi BCR-ben a gétlo
szignaloszoma Osszeallitasaban, stabilizald hatasa révén aktivalo és jelerdsitd hatdsa is van,
addig a membranhoz kotétt IgG tipusua BCR-ban aktivalé és jelerdsitd hatassal bir a Ca®*

jelatviteli ut stabilizalasan keresztiil. Ez a mechanizmus feltehetéen noveli az IgG-tipusu
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BCR antigénérzékenységét az aktivacios kiiszob csokkentésével, és ezt megerdsitettiik

human periférias B sejt alcsoportokban is.

5. OSSZEFOGLALAS

Munkank elsé fazisdban egy daramldsi citometridn alapulé modszert standardizaltunk
kiilonbozo aktivaloszerek felhasznalasaval, hogy megvizsgaljuk a keringd human B
limfocitak Ca?" flux jellemzdit egészséges egyénekben. Megallapitottuk, hogy a kiilonbdzo
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 stimul4ciora naiv Ca’* flux mintazattal reagaltak, mig az anti-
IgM valaszuk memoriaszeri volt. Az ASC-k megorizték IgG-reszponzivitasukat, de
aktivalodaskor tjra redukalt Ca?" valaszokat mutattak, ami azt jelzi, hogy a Ca" jelatviteltsl
valo fiiggdségiik megsziint. A Ca®" flux egy relevans funkcionélis teszt a B sejtek szamara,
¢s ennek valtozasai betekintést nyjthatnak a B sejt aktivacid patologias fejlodésébe. Ez a
modszer felhasznalhato periférias B sejt alcsoportok tanulmanyozéaséara egészséges ¢és koros
allapotok dsszehasonlitasara, példaul autoimmun betegségekben vagy B sejtes rosszindulatii

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

6. EREDMENYEK

Ebben a vizsgalatban a B sejtek kalcium kinetikajat vizsgaltuk BCR stimuléacidot kdvetéen
autoantitest pozitiv, eutiroid, infertilis, n6kben; autoantitest pozitiv, hipotiroid, betegekben
levotiroxin kezelés eldtt és utdn, valamint az életkornak megfeleld egészséges
kontrollokban. A B limfocitak funkcionalis valtozasait korabban soha nem vizsgaltak
Hashimoto féle pajzsmirigygyulladasban vagy az ehhez kapcsolodd infertilitdsban. Az
eutiroid, infertilis betegek B sejtjei magasabb preaktivacios kalcium szintet és BCR
stimuldciéval szembeni valaszkészséget mutattak, amit a megvaltozott kalcium flux
kinetikai paraméterek is jeleznek az egészséges kontrollhoz és a hipotiroid betegcsoporthoz
képest. Meglepd mddon csak minimalis kiilonbséget talaltunk a hipotiroid betegek ¢és az
egészséges kontrollok B sejtjeinek kalcium kinetikdja kozott. A hipotiroidizmus B sejtek
miikodésére gyakorolt kozvetlen hatasanak kizardsara a levotiroxin poétlast kdvetden is
vizsgaltuk a HT-s betegek B sejtjeinek kinetikdjat. A TSH szintek normalizaloédéasa 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 prevalenciajat,
amelyekrdl feltételezhetd, hogy fontos szerepet jatszanak a T sejtek periférias antigén
adodhat és ennek kovetkeztében alacsonyabb autoantigén felszabadulast eredményezhet,

vagy a levotiroxin kdzvetlen hatésa is lehet.

Osszhangban korabbi eredményekkel, a CD25+ B sejtek egy funkciondlisan eltérd csoportot
képviselnek, mi is azonos kovetkeztetésre jutottunk a vizsgalatunk soran. A CD25+ B
sejtekben a BCR stimulécioval szembeni fokozott érzékenységet talaltunk a naiv és NSw
alcsoportokban a CD25- sejtekhez képest az EK, valamint minden betegcsoportban. Fontos
megjegyezni, hogy a Sw és DN memoriasejtekben a CD25+ és CD25- populaciok kozotti

BCR stimuléacidval szembeni fokozott érzékenység csak a H1 ¢és HIE betegcsoportokban volt
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kimutathatd, és kevésbé volt kifejezett, mint a naiv és NSw alcsoportokban. A CD25+ B

sejtek megvaltozott Ca?* flux természetének megértése tovabbi kisérleteket igényel.

Meglep6 moddon kevés kiilonbséget talaltunk a hipotiroid HT (H1) betegek és az egészséges
kontrollok kozott a periférias B sejtek Ca?" flux valaszaban. Ugyanakkor emelkedett bazélis
kalciumszintet €s fokozott BCR valaszt tapasztaltunk a periférias B sejt alcsoportokban
autoantitest pozitiv, infertilis, eutiroid (HIE) betegekben. A bazalis kalciumszint
szignifikdnsan magasabb volt az infertilis betegekben (HIE) az 6sszes B sejt populdcidban

¢s 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 stimuldciéval szembeni fokozott
érzékenységét. Ezt a kalcium kinetika paramétereiben talélt finom kiilonbségek is tiikrozik.
Az infertilis betegek (HIE) naiv B sejtjei fokozott kalcium valaszt mutattak az egészséges
kontrollcsoporthoz képest, amit az emelkedett AUC érték jelez. Az éretlen B sejt klonok
BCR stimuléciora adott mérsékelten fokozott valaszreakcidja eldnyt jelenthet a pozitiv
szelekcid soran. A BCR jelerdsségének enyhe emelkedése mar elegendd lehet a B sejteken
beliili autoimmunitas kialakulasdhoz. 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 stimulaciora szintén fokozott érzékenységet mutattak

az infertilis betegekben (HIE) az egészséges kontrollhoz képest.

Tovabbi kiilonbségeket figyeltiink meg a hipotiroid (H1) €s az autoantitest pozitiv, eutiroid
infertilis (HIE) betegcsoportok kozott is. Az infertilis betegek (HIE) B sejtjeinek Osszesitett
bazélis kalciumszintje magasabb volt az Osszes tobbi csoporthoz képest, beleértve a
hipotiroid betegeket (H1) is. Azonban kiilonbségek az eutiroid, infertilis (HIE) és a
hipotiroid csoport (HI) 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 és AUC értékeket mutattak a hipotiroid
csoporthoz (H1) képest. Ez kiilonbséget jelez az Gjonnan képzddott, naiv és memoria B

sejtek funkcidjaban, amelyek még nem estek at izotipusvaltason. A Sw és a DN memoria
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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
egészséges kontrollhoz képest. Ezek az eredmények fokozott Ca** flux valaszt mutatnak az
autoantitest pozitiv, euthiroid, infertilis betegek (HIE) periférids B sejtjeiben. Az infertilis
¢s hipotiroid betegek valdsziniileg a pajzsmirigybetegség eltérd stadiumaban 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 szévetkarosodasanak jelei a pajzsmirigy ultrahang és a
csokkent pajzsmirigyfunkcié alapjan nyilvanvaléak, ami évek 6ta fennalld6 autoimmun
gyulladasra utal. Ezek a periférias B sejt diszfunkciora vonatkozé megfigyelések autoantitest
pozitiv, infertilis, eutiroid betegeknél (HIE) alatdmasztjak azt a hipotézist, miszerint a
pajzsmirigy antigénekkel szembeni tolerancia elvesztése inkdbb a periférian kezdddik, mint
magaban a pajzsmirigyben. Mésrészt, a B sejtek fokozott Ca’" flux valasza egy szisztémads

autoimmun diszfunkcid része lehet, amely mind az infertilitds, 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 €s az infertilitds korai szakaszdban. 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 Osszefiiggésének

megértés¢hez.

7. 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
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(BCR) altal indukalt kalcium-jelatvitel valtozasai kulcsfontossaguak lehetnek az
autoimmunitas kialakul4saban.

Ezért munkank masodik fazisdban arra torekedtiink, hogy megvizsgaljuk a B limfocitak
kalciumaram vélaszat a BCR stimuléciora Hashimoto-féle pajzsmirigygyulladasban és a
hozza tarsul6 infertilitasban. Periférias vérmintat gylijtottiink autoantitest pozitiv euthyroid,
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 és infertilitds korai

szakaszaban.

8. UJEREDMENYEK

Egy aramlési citometrian alapulé modszert standardizaltunk kiilonbozo aktivaloszerek
felhasznalasaval, hogy megvizsgaljuk a keringd human B limfocitak Ca®" flux jellemzdit
egészséges egyénekben. Megallapitottuk, hogy a kiilénbozé aktivalo szerek eltérd Ca?* flux
valaszokat valtanak 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 stimulacidra, mint a memoria B

sejtek.
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« A NSw memoriasejtek az anti-IgD stimulaciora naiv Ca*>* flux mintazattal reagaltak, mig

az anti-IgM valaszuk memoriaszerii volt.

« Az ASC-k megérizték IgG-reszponzivitasukat, de aktivalodaskor Gjra redukalt Ca®"

vélaszokat mutattak, ami azt jelzi, hogy a Ca*" jelatviteltél valé fiiggdségiik csokkent.

A B limfocitdk funkcionalis valtozasait korabban soha nem vizsgéaltak Hashimoto-féle

pajzsmirigygyulladasdban vagy az ehhez kapcsolodo infertilitasban,

* Az eutiroid, infertilis betegek B sejtjei magasabb preaktivacids 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.

* Autoimmun pajzsmirigygyulladds kdvetkeztében hipotireoid betegeknél a levotiroxin
kezelés soran, a TSH szintek normalizalodast kovetéen a bazalis kalciumszint csokkent a
kezelés eldttihez képest, bar sem a kezelés el6tti, sem az utdni értékek nem tértek el az

egészséges kontrollokétol.

Eredményeink alapjan ugy tiinik, hogy szisztémas immunrendszeri diszfunkci6 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

autoimmunitas és infertilitas korai szakaszaban.

A B sejtek BCR stimuléciéra adott fokozott valaszkészsége szerepet jatszhat szisztémas
autoimun reakciok elinditasdban és az eltérés felismerése lehetdséget ad azon jelatviteli
utvonalak részletesebb vizsgalatara, amelyek meghatirozzak a B sejtek valaszkészségét,
ezaltal potencidlis terdpids célpontot is szolgaltathatnak ezen utvonalak befolydsolasara. A
B sejtek infertilitasban jatszott szerepének feltarasa alapvetden hozzéjarulhat a hattérben 4116

okok feltarasahoz.
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Pap, R., Ugor, E., Litvai, T., Prenek, L., Najbauer, J., Nemeth, P., & Berki, T. (2019).
Glucocorticoid hormone differentially modulates the in vitro expansion and cytokine profile
of thymic and splenic Treg cells. Immunobiology, 224(2), 285-295. Fiiggetlen idézetek
szama: 8, IF: 2,788

Osszes fiiggetlen idézet szama: 23 Osszesitett IF: 24,465
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10. KOSZONETNYILVANITAS

Ezaton szeretném kifejezni koszonetemet mindazoknak, akik az elmult években

segitségiikkel hozzajarultak dolgozatom elkésziiléséhez.

Elsésorban kdszonettel tartozom témavezetdmnek Prof. Dr. Berki Timeanak, hogy lehetové
tette a kutatdbmunkaba vald bekapcsolédasomat az Immunoldgia és Biotechnoldgiai

Intézetben, és tAmogatta munkdm megvaldsulasat.

Kiilon kdszonettel tartozom Prof. Dr. Mezdsi Emesének, aki kezdetektdl fogva tdmogatott

¢s kiemelkedd szakmai tudédsaval és tapasztalataval hozzasegitett munkam elkésziiléséhez.

Halasan koszondm Dr. Bajnok Annédnak és Temesfoi Viktoridnak nélkiilozhetetlen
javaslataikat és a kozdsen végzett munkakat, amelyek alapvetden hozzéjarultak a dolgozat,
illetve a tudomanyos kozlemények sziiletéséhez. Halas vagyok azért, hogy olyan csapatban

dolgozhatok, ahol a k6z6s munka soran barati kapcsolatok is kialakultak.

Ko6szondm az Immunoldgia ¢és Biotechnoldgiai Intézet minden volt és jelenlegi
dolgozojanak a segitségét, legfoképpen Sods Monikanak és Orban Dénielnek, akikkel egyiitt
dolgozhattam, és az ott toltott éveim sordn mindig biztositottdk szdmomra a szakmai tudast

¢s hatteret, illetve a j6 munka hangulatat.

Koszonettel tartozom a Szentdgothai Kutatokdzpont valamennyi munkatirsanak a
munkam soran nyujtott segitségiikért, és a pozitiv munkahelyi 1égkdrért, ami megkdnnyitette

feladataim elvégzését.

Végiil, de nem utols6 sorban szeretném halamat és kdszonetemet kifejezni csalddomnak,

hogy mindig, minden pillanatban szamithattam tamogatasukra.

Munkam a RRF-2.3.1-21-2022-00012 Human Reprodukcios Nemzeti Laboratorium projekt

segitségével valosult meg.
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