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A monocitdk C, és B faktor termelésének vizsgilata
szisztémads lupus erythematosusos betezeken

SZEGEDI GYULA dr., FUST GYORGY dr., LUKACS KATALIN dr., ZEHER MARGIT dr.,
CSIPG ISTVAN és SONKOLY ILDIKO dr.

0SSZEFOGLALAS :Szisztémis lupus erythematosusos(SLE) betegek és kontroll egészséges
egyének morocitdit tenyésztették a szerz6k 14 napon 4t és kbzben vizsgdltdk a
tenyésztett sejtek C2 és B faktor termelését. Megdllapitottdk, hogy az SLE-s betegek
tenyésztett mcuocitdi dltal termelt C, és B faktor mennyisége eléri a kontroll egyének
monocitdinak C2 és B faktor termelését, =5t ezen komplement faktorok -képzGdésénck

-dinamikdj4t tekintve az SLE-s betegek monocitdinak C2 és B faktor termelése sordn nzm

tapasztaltdk a képz8dés mértékének csékkenését, szemben az egészséges egyének
monocitéival.

Cerean b, ®umer b, JTyxkau K, 3exep M,Unua WU, WL o F
H.: IHecacdosanue npodyxguu Mouoquma.uu ct'u B gSmcmopa ¥ 6om>nux cmpa()alou;ux
cum.uuwﬁ K pacnol eoadankoll

AnTOPH B TCuEHHE 14 nweeil seipacwusanu moHouuTH Gonutivix CKB KM sgoposuix
JIOACHT HCINEAYS B TEUCHUH 3YVOVe “PCMOHN npoayKuuio krersasia C? » B daxtopes.
Quu onpeyestny, uro yposens npogyruin C?2 u B daxkropa mouOUMTIMH GoNbULIX
CKB pancrirraes ypoBaHb npoaykuwn C? 1 B $aKTopus MOHOUHTAMH 3A0DOESIX JORCH.
Hceneayio WHAMHRY oGp«aoaamm aTHX QaKkTOpOB ¥ GOALUBIX £ OTMEUANIN CHHIKEHHSR
npoaykuni £ # B JaKTOpOB MOHOLMTAME RO CPABHEHUN C KIHTPOISHOM rpymndi.

Szegedi Gy, Fist Gy, Lukdcs Katalin Zsher Margizy Csipd L
Sonrnkoly 11dik 6: Investigeting the produciion of C2 and B factors in :he Morocytes of Systemic
Lupus Erythizmatosus Patients

The authors cuitured monocytes cf systemic lupus crythematosus (SLE) =-.:ients and healthy
control sibjects for 14 days and measured the production of C2 and B factors in these cu'tured cells
during this pedod. They found that the quantitly of th2 C2 and B factors prodvced by the monocytas
of SLE patients was not less than that of the healthy controls In fact rnot even an initial decrease in
this production was observed in the SLE group in contrary with the control group.

Dt. Gyula Szegedi, Dr. Gyodrgy Fiist Do Katalin Lukdcs, De. Margit
Zeher, Dr. Istvdn Csipd, Dr. 11dik6 Sonkoly: Die Uncersuchung der Monozyten C2
und B Faktor Produktion bei Patisnten mit systematizchen Lupus erythematos:s

VonPatientsn mit systematischen Lupus erythematosus {SLE) und gesurden Personen als

Kortzalie ziichteten die Verfasser Mcunozyter. 14 Tage lang und untersuchien inzwischen die C2 und’

B Faktor Produktion der geziichteten 7ecilen 3ie stellten fest, dass die von SLE Patienten geziichteten
+{onozyten produzierte C2 und B Faktor M<nge, die C2, B faktor Produktior. der Kontrollpersonen
erreicht, und sie sogar bei der Betrachtung ihrer Kompleme::tfaktorsn vilézrnden Dyramik im Veriauf
der C2 und B FaktorProduktion der Monozvten vorn SLE Patenien keine Abnahae der
Bildungsmenge, im Gegensatz zu Monozyten von gesunden Pessonen, bemerker konnten.
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A szisztémds lupus erythematosus (SLE) poliszisztémis autoimmun megbetegedés, Az
SLE-ben tapasztalt immunoldgiai rendellenességek koziil elssorban a poliklonalis B-sejt til-
mik6dést lehet kiemelni, aminek kbvetkezménye a t5bb sajét antigén struktiirival szemben
megnyilvinulé autoantitest képzGdés. Az SLE Kinikai tineteinek aktivdlodisdval
pdrhuzamosai: megfigyelhets a nativ kettds szdli {ds) DNA-vil szembeni autoantitest
termelés névekedése [18, 22, 34,35), a keringd immunkomplexek szolubilizdcidjanak
csokkenése [2,4, 30, 38], az immunkomplexek mennyiségének felszaporodiss [3, 9,
13, 17), tovibbd a komplement aktivitisinak és egyes komponenseinek csdkkenése
(1,14, 19, 23, 37, 39]. Az SLE-s betegek szérumdban felszaporodott immunkomplexek
egy rész€t a komplement rendszer — k&zvetlentl — az alternativ aktivdciés mechaniz-

nukledris és polimorfonukledris sejtek vesznek részt Fc és C3b receptoraik kdzbeikta-
tésdval.

Egyes szerz6k [12, 16] adatai arra utalnak, hogy SLE-s betegekben talin csékkent
mértékd az immunkomplexek feldolgozdsa, elimindci6ja, ami feltételezés szerint kbzre-

jitszhat abban, hogy ezek nagyobb mértékben rakddhatnak le a szovetekben, elGidézve
ezdltal a j6l ismert patoldgids elvdltozdsokat.

Mivel kordbbi vizsgdlataink {20, 21, 27, 28] szerint az SLE-s betegek monocitdi
funkciondlis szempontbd] kildnbdznek az egészséges egyének monocitditél, érdekesnek
tartottuk annak vizsgilatit, hogy az SLE-s betegek és az egészséges egyének monoci-
tdinak komplement termeld képessége kiilonbdzik-¢ egymdstdl. Ezért a betegek és kont-
roll egészséges egyének periférids vérébol szdrmazé mmonocitdkat szévettenyészetben 14 na-
pig tartottuk fenn és kiilonb628 idSpontokban mértiik a szdvetkultirdk feliliszéiban két
komplement fehérje, a C2 és B faktor (Bf) hemolitikus aktivitds4t.

: Betegek és modszer
Betegek

12 SLE-s beteg periférids vérébdl nyert monocitdk 14 napig tart$ tenyéztése sordn kovettisk a C2
és B faktor termslését és Osszehasonlitottuk 11 egészséges, korban és memben megfelcISen kivdlasztott
Bnkeéntes véradé adataival. Az SLE diagnézisdhoz az ARA Gj, 1982-es kritériumait haszndltuk fel, a
12 beteg kdziil 11 né, 1 férfi volt. dtlagos életkoruk 46,1 év (20—-67 év). A vérvétel elStt szteroidot és
citosztatikumot nem szedtek.

A vizsgdlt betegeink aktiv klinikai stddiumban voltak, az aktivitdst a klinikai tiinetek (4z, iziileti
gyulladds, bGrelvdltozds, polyserositis) alapjin dllapitottuk meg

Monocita szepard!ds

Humén monocjta szuszpenziét Nekagawara és mtsai [32] 4ltal leirt m&dszerrel készitettiik. A betegek
é kontrollok kcnzervdlészert nem tartalmazé heparinnal alvaddsgdtolt vérét (60 mi) steril kéril-
mények kozdtt Ficoli-Uromiro grédiensen iilepitettiik. A sejtszuszpenziét 20 mM HEPES séval
pufferelt RPMI 1640 (Flow) médiumban hiromszor mostuk, majd Dutch (Flow) tdpfolyadékba vettiik
fel. A kultirinként optimdlis sejtszimot elSkisérletekben dllitottuk be. A sejtszdm ndvelésével el8szir
megnbtt a tenyészetek komplement termelése, a tovibbi sejtszdm novelés azonban a szintézis iitemét
rontotta. A tovébbiakban 1 X 10¢-on sejtet tapasztottunk ki, tartottunk szévetkultirdban

Monocita tenyésziés

A tenyésztést szovettenyésztS télcdn (Costar) végeztilk Lukdcs €s mtsai dltal leirt modszer alapjdn
[28). A tenyésztS kamrdcskdkba fé] ml-nyi standard sejtszdmii szuszpenziét helyeztiink el. A sejtek
kitapasztdsit a kamrdcskdk aljdn elhelyezett 2 cm?® alapteriileti, kerck, liveg fedSlemezen végeztiik.
A nem adherdld sejteket 37 °C-on (CO, termosztdt, ASSAB) 60 percig tarté inkubdldst kdvetGen,
RPMI 1640 (Flow) tdpfolyadékban t8rténd mosdssal tdvolitottuk el.
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A tenyésztés széndioxid termosztitban tértént (37°C, 5% CQ,, ASSAB). Tenyésztd kdzeglink
RPMI 1640 (Flow)| Dutch szerint mddositva, A rendszer autolog szérumot nem tartalmaz, a
tépfolyadék komplettﬂisa 20%-cs, 56 °C-on, két érdn 4t héinaktivAlt borjd szérummal és 200 mM
L-gltutaminnal t3rténik. A szérumkoncentriciét is el6kisérletekben 4llitottuk be.

A fertSzések megelGzésére antibiotikumot és antimikotikus szert is adunk a tenyészethez (75 ul
Fungizon, 0,2 m! Streptomycin, 0,2 ml Penicillin 100 ml tdpfolyadékra vonatkoztatva).

Egy-egy tenyészt8 kamrdban fél ml sejtszuszpenziéhoz 2 ml tdpfolyadékot haszndlunk. A tenyész-
tis inditdsakor a sejtszuszpenzié monocita tisztasdga 80—85%, ek kor még polimorfonukledris seftek &s
limfocitdk is megtaldlhaték. A tenyésztés sordna granulocitdk rovid éllettartama miatt az ardny
viltozik, A 7-14, napon a makrofégokon kiviil csak limfocitdk taldlhaték 1—4% mennyiségben.

A sejtek édletképessige tripdnkék festékfelvétellel vizsgdlva a tenyésztés induldsakor 90-95%-os,
5~14. napon 80—90%-os.

A tenyésztett monocitdk-makrofigok felllliszéjdban o tenyésztés 3., 5., 7. & 14. napjén mértik a
C2 &s B faktor mennyiségét. Az ezeken a napoken t8rténd mintavétellel egyidejiileg a tenyészeten
tipfolyadékot is cseréltilnk, valamint a megadott idSpontokban az adherdlé sejtzk szémét meghati-
roztuk DNS titrdlds segitégével [7).

A C2 és B faktor hemolitikus aktivitds meghatdrozdsa kondiciondl t médiumban tSrtént, amelyeketa
vizsgdlatig folyékony nitrogénben tdroltunk. A C2 aktivitdst Borsos és misai-nak {8) Opferkuch &

mtsai dltal médositott [33] mdédszerével hatiroztuk meg. A reakcid érzékenyitdse céljdbdl a késéi )

komplement komponenseket EDTA puffacben higitott patkinysavé form4jédban adtuk a rendszerhez.
A B faktor meghatdrozdst Whaley 1980-ban leirt médszezével [41) végeztiik

Eredmények

Az SLE-s betegek és egészsépesek tenyésztett monocitdinak, makrofigjainak C2
faktor termelését az I tdbldzatban foglaltuk Gssze, a C2 titert effektor molekulajug
DNS-ben adjuk meg. Az egészséges egyének és SLE-s betegek monocitdi-makrofigjai
mér a 3.napon kimutathaté mennyiségben termelnek C2-t, aminek mennyisége a
tenyésziési id6 elGrehaladtival novekszik. Szignifikdns kiilonbséget az egyes id6pon-
tokban mért kumulativ C2 szintézisben nem észleltiink a két csoport kbzott, jelentss

I tdbldzat
A C2 komplement komponens viliozdsa monocita tenyész s sordn SLE-ben
Monocita 3. 5. 7. 14,
tenyésztés napjai kumulativ C2 hemolitikus aktivitds, effektiv moljug DNS X 1077
dtlag+ S. D.
Kontroll 1,42 3,00 4,49 6,62
N=11 +0,78 +1,17 +1,14 +3,04
SLE-s betegek 1,19 2,77 5,20 8,81
N=12 +0,39 £1,16 +1,45 +2,89
Killénbéz6 napok dtlagai kozétti killénbségek (kétmintds t préba)
Monccita 35 5-7 7- 14
tenyésztés napjai
C2 t 3,14 2,87 1,96
kontroll o < 0,01 < 0,05 < 0,05 (N. S)
C2SLE t 2,42 ‘ 4,33 5,20
p . <0,05 < 0,61 < 0,001
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L. tiblizat
A B faktor vdltozdsa monocita tenyészités sorin SLE-ben
Monocita 3. S. 7 14.
tenyésztés napjai kumuladv Bf hemoli tikus aktivitds, 2ffektiv mol/ug DNS X 107’
itlag: S. D.

Kontroll 1,79 ¢,56 13,87 22,63
N=11 11,54 14,57 15,09 14,56
SLE-s betegek 1,07 9,33 15,86 28,15
N=12 0,98 13,22 17,35 18,57

Kilénbé26 napok dtlagai kézéti killonbségek (kétmintds t préba)

Monodlte. 325 £=7 7~ 14

tenyesztes napjai
Bf t 3,98 1,93 3,77
kontroll P <0,001 >0,1 (N.S) < 0,01
Bf SLE t 4,01 3,95 3,08
P < 0,01 < 0,001 < 0,01

mértékben killénbozott azonban egymdstdl az SLE-sek é a kontrdlok temyésztett
monocitdi C2 termelésének dinamikdja. Az egészséges kontrallok monocitdi az 5. napig
egyenletes iitemben szintetizaltdk a C2-t, ezutdn azonban atermelésiiteme lelassult, a 7.
€s 14.napon mért értékek kozdtt mér nem is volt a kilonbség szignifikins. Ezzel
ellentétben az SLE-s betegekb$l szirmazé és szovetkultiriban tartott monocitik
makrofigok egyenletesen, az id6 elGrehaladtdval inkdbb novekvs mértékben termelték a
C2-t.

A B faktor termeléssel kapcsalatos adatainkat a fZ tdbldzatban tintettik fel, Lithatd,
hogy a tenyésztett monocitdk szupematdnsibél a 3.naptél kezdve a B faktor is
kimutathaté. A tenyésztési id6 novekedésével pdrhuzamosan a B faktor termelddés
fokozdddsdt lehet ugrancsak megfigyelni. Az egészsépes és SLE-s betegek tenyésztett
monocitdinzk, makrofigjainak B faktor termalését hasonlitva 2 C2 termeléshez ugyancsuk
a szintézis dinamikdjéban észleltiink kilonbsé geket, Az egészséges egyénekbd] szimnazé
sejtek Bf szintézise a C2 termeléshez hasorldan az 5. és 7. nap ko6zott lelassult, ez a
lassulds azonba az SLE-s betegek monocitdi, makrofégjai kultirdiban nem koévetkezett be.
A C2-t3] eltérSen 2zonban a 7. és 14. nap k6zott a betegek €s a kontrall ok makrofigjai Bf
termelésének Giteme nem kill6nbsz4 tt egydstdl.

Megbeszélés

Az immunol6giai védekezési foyamatok egy részében a komplement meghatirozo
jelentGsépgel vesz részt. A komplement fehériék legnagyobb mennyiségben a parenchy-
malis mdjsejtekben termelGdnek, de a mononukledris faldsejtek is részt vesznek
termelésiikben (kb. 10%-ban) [S, 6, 19,42]. Lokdlisan, elsdsorban a vérdramtél jorészt
elzdrt teriileteken (gyulladdsos granuloma) vagy egyes tumorok belsejében a makrofigok e
komplement szintetizilé képességének igen nagy jelent3sége lehet.
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Az utébbi évek sordn elsdsorban kéany( izd4lhatdsdguk és tenyészthetdségiik miatt
az emberi periférids vér monocitdinak komplement termelését vizsgéltdk, mint a
komplement bioszintézis modelljét. Whaley [41] ember periférids vér tenyészeteiben

. 5 komplement protein funkciondlisan aktlv formdban valé termelddését észlelte. Az

emberi monocitdk mellett a szdveti makrofigokrdl is bizonyitott, hogy képesek a
komplement fehérjék bioszintézisére.
A komplement bioszintézisének szabilyozdsa nem ismert, az eddigi adatok alapjin

. komplex mechanizmust lehet feltételezni Lappin és mtsai {25} azt taldltdk, hogy a

hisztamin — a H, receptorokon keresztill hatva — ¢sékkenti a monocitdk komplement
szintézisét

A C2 termelddés reguldci6jdban a cAMP-nek is jelentSs szerepet tulajdonitanak,
ugyanis az emelkedett intracelluldris cAMP szint gétodlja a C2 termel&dést [26]. A C2
produkcis szintén gitahatd, ha a tenyészethez fagocitilhaté partikuldkat adnak [31]. Az
in vitro Osszedllitott’ BSA-anti-BSA immunkomplexekk&-wéyett vizsgdlatok szerint a
komplexek (¢s kill snosen a nagy obb méretiiek) Fe receptorhoz valo kitddésének hatdséra
doézistél figgS mddon tobb komplement fehérje szintetiz4lédik az emberi monocitdkban
(29]. Elleben, ha az antigén-antitest komplexet szérummal el§kezelték, akkor gitolta a
komplement (C2, Bf) komponensek keletkezését [42].

A komplement bioszintézis kéros koriilmények kozotti reguliciéjardl igen kevés adat
ismeretes. Nem tudjuk azt, hogy a betepek sejtjeinek in vitro komplement termel$
képessége hogyan véltozik az egészségesekéhez képest. Sokan idézik Ruddy és mtsainak
[36) 1974-es vizsgilatait, mely szerint a theurnatoid arthritises betegek sznovidlis sejtjei
mérhets mennyiségli C3-at, Cd-et és B faktort termeltek, mig a traumés vagy degenerativ
fziileti betegeké nem. Ezzel ellentétben Vuorie & Reid [40] nem észleltek kiilénbséget az
egészséges egyének és rtheumatoid arthritises betegek szinovidlis fibroblasztjainak Cl
texmel Sképessége kozott.

DeCeviger é mtsai [10] PCP-s és degenerativ izilleti betegek szinovidlis sejtjeinek
komplement termel 6 képességét vizsgdltik, és szintén nem észleltek kiiléinbséget a vizsgdlt
két csoport kdzdtt.

Erdekesnek tinik tovdbbd Kolski és mtsainak {24] megfigyelése, hogy a betegek
parenterdlis tdplildsdra haszndlt széjaclaj emwulzié erdsen cstkkenti a menocitik C2
szintézisét.

Tudomdsunk szerint az SLE-s betegek monocytdi in vitro komplement termeld
képességét eddig még nem vizsgdltdk. Sajdt jelenlegi vizsgdlatainkbdl két fontos
kivetkeztetés vonhaté le:

1. A Kinikailag aktiv stddiumban 1év6 SLE-s betegek tenyésztett monocitdii nem
termeltek kevesebb C2-t és Bf-t, mint az egészséges egyének monocitdi. Ez arra utal, hogy
ebben a vonatkozdsban az MPS rendszer sejtjei az SLE-s betegek szervezetében nem eleve
kirosodott intrinsic zavarral bird sejtek. Az MPS sejtjeinek kdrosoddsa és az ebbs] adédé
in vivo funkciondlis rendellenességex dgy tinik inkdbb mdsodlagos jelenségek, amelyek
részben a monocyta ellenes antitestek jelenlétére, részben pedig a kerngs immun-
komplexek 4ltal eldidézett szdmbeli és funkciondlis vdltozdsokra vezethetSk vissza. Erre

utalnak sajdt kordbbi, 5z SLE-s betegek monocitdi irdnyitott motilitdsdra, tovdbbd Fc és

komplement receptor funkcidra vonatkozé vizsgdlataink [20, 21, 27].

2. Kifejezett, statisztikailag is szignifikdns kiilénbséget észleltink az SLE-s betegek,
flletve az egészséges egyének monocitdi komplement tenmelésének dinamik4jdban, amely
elsdsorban a C2 szintézis esetében mutatkozott meg Mig a norméi monocitédk kultiirdiban
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az §.nap utdn a C2 szint ndvekedése egyre lassiibb iitemi volt, addig az SLE-s betegek
monocita kultirdiban ez a lassulds nem kovetkezett be. A killinbség okdt nem ismerjuk.
Az egyik lehetséges magyardzat az SLE-s monocitdk interfercn termelése lehiet, mivel
sajdt, még nem kozolt yizsgdlataink szerint az alfa-interferon jelentds mértékben fokozza
a tenyésztett monocitik-makrofigok C2 és Bf termelésérek litemét.

Sajit jelenlegi adataink természetesen csak a monocitik-makrofigok C2 és Bf
termelésére vonatkoznak és nem jelentik azt, hogy e két komplement komponens és a
tobbi komplement fehérje szintéziséért elsGsorban felelds mdj parenchyma sejtek
komplement termelS képessége sem kdrosodott SLE-ben. Ennek vizsgilata az SLE-ben
gyakor és az immunkomplexek elimindciéjdt rontd hipokornplementémia mechanizmu-
sdnak tisztdzdsa szempontjdbd! nagyon lényeges lenne.
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