FLUORESZCENS JELZESI MODSZEREK ALKALMAZASA
MAKROFAGOK FELULETI RECEPTORAINAK
VIZSGALATARA

HrABAK Andras és VrRAy Bernard

SOTE I. Kémiai-Biokémiai Intézete és Briisszeli Szabad Egyetem — U. L. B. —
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Bevezetés

A fagocitézis az él§ szervezetek egyik legfontosabb védekezé mechaniz-
musat képviseli. Lehetdvé teszi mind a patogén baktériumok, mind az immun-
reakciék soran képz§d§ immunkomplexek eltavolitasat. Fagocitézisra tobbféle
sejttipus specializalédott, legnagyobb jelent§ségiik azonban a makrofagoknak
van. Ezek a sejtek a mononuklearis fagocitalé rendszer alkotérészei (9) és
fagocitalo tulajdonsagaikon kiviil mas fontos szerepet is betoltenek az immun-
rendszer miikodésében. Limfocitakkal létesitett kolesonhatéasaik soran egyrészt
az antigének immunogenicitasat novelik meg, ezzel fokozzak az immunvalasz
intenzitasat, masrészt a limfocitak altal termelt egyes oldhaté mediatorok —
MIF, illetve az ezzel azonosnak tartott MAF (1, 14, 19) révén a makrofagok
aktivalédnak. A makrofagok szamos enzimet is termelnek, kiilonosen jelentds a
lizozim-szintézisiik. Szerepiik van tumorellenes folyamatokban is, ezt egyesek
az arginaz-szekrécié nyoman létrejové arginin-koncentracié csékkenéssel ma-
gyarazzak, amelyre a daganatos sejtek érzékenyebbek (7).

A fagocitézis mechanizmusénak vizsgalataban egyrészt a feliileti recep-
torokra, masrészt az intracellularis kontraktilis fehérjékre forditanak nagy
figyelmet. Ezzel parhuzamosan a fagocitézist kisér6 oxidaciés valtozasokrél is
egyre tobb adat valik ismertté biokémiai vizsgalatokbél (6, 22, 33). A feliileti
receptorok koziil eddig a makrofagok Fc és komplement kotShelyeirél sikeriilt
egyértelmiien igazolni, hogy szerepiik van a részecskék internalizaciéjaban.
A makrofag fagocitotikus képessége jelentdsen nagyobb, ha opszonizalt —
immunglobulinnal vagy komplementtel bevont — részecskékkel keriil kapcso-
latba. Az opszonizalt részecskék ugyanis megkotddnek a specifikus feliileti
receptorokon, majd a sejt fagocitéalja Gket.

Patkéany peritonealis makrofagok stimuléacié nélkiil nem képesek fagoci-
talni, csupan megkotni a komplementtel opszonizalt partikulumokat, ugyan-
ekkor az IgG-vel bevont részecskéket internalizaljak. Ezzel szemben, tiogliko-
lattal stimulalt makrofagok mar képesek a C3b-medialt fagocitézisra is. Szamos
kisérlet utalt arra, hogy a kétféle fagocitotikus folyamatban kiilonboz6 és egy-
massal 6ssze nem fiiggd struktirak vesznek részt (11, 23).

Az Fe-receptorok vizsgalataban nem csupan IgG-vel opszonizalt baktéri-
umok, hanem IgG-aggregatumok is jol alkalmazhaték. Ezen aggregatumok
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alkalmazasaval informacick nyerheték a kotShelyek szamarél és affinitasarél.
A héaggregalt FITC-jelzett immunglobulinok alkalmazasa sok tekintetben els-
nyosebb a radioaktivan jelolt készitményekhez képest. Ezeket a vizsgalatokat
jelentésen megkonnyiti a VRAY és mtsai (1980) altal kidolgozott médszer (30),
amely lehet§vé teszi, hogy a fagocitézist és az IgG-aggregatumok kotését par-
huzamos kisérletekben fluoreszcens mikroszképpal és kvantitativ spektro-
fluorimetrias mérésekkel is vizsgalhassuk.

A tovabbiakban azon kisérleteinkrgl szamolunk be, amelyek soran FITC-
jelzett IgG-aggregatumok kotddését és a fagocitozisra gyakorolt hatasukat
vizsgaltuk patkéany peritonealis makrofagokon. Megvizsgaltuk néhiny tényezd
moédosité hatasat a fagocitézisra, tigy kvantitativ, mind kvalitativ vonatkozas-
ban.

Anyagok és médszerek

Sejtek prepardldsa: Him Wistar patkdanyokat 5 ml steril tioglikolat-
tartalmdi médiummal peritonealisan injektaltunk, majd 4 nap elteltével az
allatokat levagtuk és a peritonedlis iireget Ca—Mg mentes Hanks oldattal
atmostuk. Az igy kinyert makrofagokat Dulbecco MEM médiumban reszusz-
pendaltuk, és Linbro petricsészékben (2—4 > 108 sejt), illetve Leighton-csovek-
ben elhelyezett feddlemezeken (1—2 < 108 sejt) 30 percig hagytuk éket kitapad-
ni. A nem adherens sejteket PBS oldattal eltavolitottuk, és a tovabbi kisérlete-
ket a mosott sejtekkel inditottuk, altalaban 109, autolég, dekomplementalt
szérumot tartalmazé Dulbecco MEM médiumban. A kisérletek egy részében a
sejteket ebben a kozegben hagytuk allni 2 éraig 37 °C-on, hogy ezzel az Fe-
receptorok expresszigjat elGsegitsiik.

Baktérium-szuszpenzié jelolése: Micrococcus lysodeikticus (Worthington)
baktériumokbél 5 mg/ml-es szuszpenziét 0,5 mg FITC-vel vagy RITC-vel
(Sigma) inkubaltunk 0,1 M NaHCO,-ban (pH =9) 4 °C-on, sététben 24 6ran
at. A folos festéket PBS-sel mosva tavolitottuk el, majd a jelzett baktériumokat
5x10° bakt/ml koncentraciéji aliquotokban lefagyasztottuk.

Opszonizdcié: A baktériumokat patkanyban termelt anti-micrococcus
szérummal opszonizaltuk, szubagglutinalé dézis alkalmazasaval, elGzetes de-
komplementalas (56 °C, 30 perc) utan. Ez altalaban 1/20-o0s higitast jelent.
Az opszonizalast 15 percig, 37 °C-on torténd inkubalassal végeztiik. Az opszoni-
zalt baktériumokat 3-szor mostuk PBS-sel és végiill PBS-ben is vettiik fel.
A komplementes opszonizalast hasonléan végexztiik, de ebben az esetben friss
patkany szérumot hasznaltunk — nem immunizalt allath6l — és 1/5-6s higitast
alkalmaztunk.

Médiumok : A vizsgalatokhoz Dulbecco MEM médiumot hasznaltunk,
amelyhez 109, végkoncentracioban dekomplementalt autolég szérumot ad-
tunk.
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FITC-jelzett, hvaggregalt IgG készitése: Patkany szérumbél ammoénium-
szulfatos frakcionalassal immunglobulint preparaltunk. A dializalt fehérjét a
baktériumok jelzéséhez hasonlé médon inkubaltuk FITC-vel, a festéket centri-
fugalassal és dializissel tavolitottuk el. Az IgG-t jelzés utan 63 °C-on, 90 percig
aggregalédni hagytuk, az oldhatatlan aggregatumot kicentrifugaltuk és az
5—20 IgG egységet tartalmazé frakciét Sepharose 4 B oszlopon tisztitottuk.
A betoményitett aggregatumot —20 °C-on taroltuk felhasznalas el6tt, maxi-
mum 4 hétig.

IgG-aggregdatumok kotésének fluorimetrias mérése: Ezeket a méréseket
SCHREIBER és mtsai (1978) nyomén (21) végeztiik, kisebb médositasokkal.
A kiilonb6z6 mennyiségii aggregatumot a Linbro petricsészékbe, ill. Leighton-
csovekbe 1 ml médiumban levé makrofaghoz adtuk és 4 °C-on hagytuk allni
60 percig. Utana eltavolitottuk az aggregatumot tartalmazé Dulbecco MEM-et
és kétszer atmostuk a sejteket 2—2 ml PBS-sel. Végiil a Linbro petricsészékben
talalhaté sejteket 19;-os NP-40 detergenssel lizaltuk és a fluoreszcenciat
Jobin-Yvon JY 3 spektrofluoriméterrel mértiik, gerjesztési hullamhosszként
493 nm-t, emissziés hullimhosszként 520 nm-t hasznaltunk. A Leighton-csovek-
b&l moséas utan kiemeltiik a 9 35 mm-es fed6lemezeket és mikroszkép alatt
vizsgaltuk a fluoreszcens IgG-aggregatum kot8dését (Universal Zeiss Micro-
scope).

A kotés specifitasanak ellendrzésére 1/8 és 8/1 koncentracidhatarok ko-
zott FITC-jelzett és nem jelzett aggregatumot adtunk a sejtekhez. A FITC-
jelzett aggregatum koncentracigjat minden esetben tgy valasztottuk meg,
hogy az telitse a feliileti kotShelyeket (ez a telitési gorbébdl 4 x 106 M vég-
koncentracional biztosan elérhetd). A leszoritasi kisérletet — a specifitas tovab-
bi kontrolldlasa érdekében — szérumalbuminnal is elvégeztiik.

Fagocitozis vizsgalata: A Micrococcus lysodeikticus internalizaciéjat VRAY
és mtsai (30) szerint vizsgaltuk. A baktériumokat 100—500-szoros feleslegben
adtuk a makrofagokhoz, altalaban 60 perces méréseket végeztiink (kivéve az
id6fiiggés megallapitasakor). A fagocitézist befolyasolé anyagokat — IgG-
aggregatum, immunkomplex, kemotaktikus peptid — a baktériumok hozza-
adasa el6tt hosszabb-révidebb ideig egyiitt tartottuk a makrofagokkal (résa-
letesen az egyes vizsgalatok eredményeinél). A fagocitézist a Linbro petri-
csészékben 10~3M koncentraciéji N-etil-maleinimiddel allitottuk le, a Leigh-
ton-csévekben pedig a médium eltavolitdsa utan 59,-0s paraformaldehiddel
kezeltiik a sejteket 1 percig. A leallitas utan PBS-sel kétszer mostuk a sejteket,
majd 0,019:-0s lizozimmel 30 percig 37 °C-on tartva eltavolitottuk a nem
fagocitalt baktériumokat. Ujabb PBS mosasok utan a Leighton-csébdl kivett
fedélemezkét immerziés objektivvel vizsgaltuk fluoreszcens mikroszkép alatt.
A Linbro petricsészékben lev sejteket mosas utan 19%-os NP-40 detergenssel
szolubilizaltuk és ilyen formaban mértiik a fluoreszcenciat. A kvantitativ méré-
sek esetében csak egyféle jelzés (FITC) volt alkalmazhaté, a kvalitativ mikrosz-
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képos vizsgalatok viszont lehet6vé tették FITC és RITC jelzés parhuzamos
alkalmazasat.

Eredmények

Az FITC-jelzett IgG-aggregdatum kotodése

A héaggregilt immunglobulin preparatum molekulaméret szempontjabél
heterogén: 5—20 IgG egységet tartalmazé molekulakbél all. SCHREIBER és
mtsai kimutattak, hogy az FITC-Agg ennek ellenére homogén médon viselke-

3—
E‘ \
w
w
=]
=" J
? | e

//
o P
T >
w
L ™
:‘, C
2 i
s - -
21 J ///
-
°
£ -~
7
e
o
> d
o
0 T 8 T T T T T
0gl @5 1 2 3 4 5
x 10°M hozzéadott FITC-Agg

1. gbra. A makrofagok telithet8sége FITC-jelzett IgG-aggregaitummal. X = 2 éras, 37 °C-os
Fc-receptor expresszié utdn @ = Fc-receptor expresszi6 nélkiil; az S. E. M. értékeket 4 kisérlet
értékeibdl szdmoltuk

dik kot6dési vizsgalatokban (21). A telitési koncentracié meghatarozasakor az
aggregatumot 10 nM és 5 uM-os koncentraciék kozott hasznaltuk, 1 ml-es tér-
fogatban levd 10° makrofaghoz adva az aggregatumot. Az FITC-Agg molarita-
sat atlagosan 13 egységet tartalmazé aggregatumra szamoltuk, amelynek mo-
lekulasilya 2 % 10° dalton.

Az FITC-jelzett aggregatum kotddésének koncentraciofiggését az 1.
abra mutatja. Az Fc-receptorok 2 6ras expresszigja soran a hozzaférhetd
receptorok szdma né ugyan, de szamitégépes analizissel a Scatchard-gorbékbdl
(2. 4bra) az a kovetkeztetés vonhaté le, hogy a 37 °C-os inkubéléds soran elsd-
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sorban a receptorok affinitasa valtozik. 108 makrofagra 2,23, illetve (expresszié
utan) 2,76 pmol aggregatum kot6dott.

Mikroszképos megfigyelések szerint a sejteknek csak kis része kotott
ténylegesen IgG-aggregatumot. 3—3-latétérnyi sejt leszimolasa alapjan a kotd
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2. d@bra. Scatchard-gorbék az Fe-receptorok szdmanak és affinitdsinak meghatéirozdsahoz,
regresszios analizis alapjdn. ———— 2 érés, 37 °C-os Fc-receptor expresszi6 utdn,r? =0,844
— — — — Fec-receptor expresszié nélkiil, r* = 0,729

sejtek szamaranya 4 °C-on 13,5 + 4,99,-nak adédott. A sejteken a megkotott
aggregatum kis zold pontok formajaban lathaté, az eldzetes 37 °C-os expresszid
soran tehat sapkaképzdés nem tortént, legfeljebb kisebb ,,patch”-ek megjele-
nésérdl beszélhetiink.

A fentiek alapjan kiszamithaté, hogy egy sejt feliilletén mennyi IgG-
kotdhely (Fe-receptor) talalhaté. Eldzetes 37 ©C-os inkubalas nélkiil, figyelem-
be véve, hogy csak a sejtek alig tobb, mint egytizede kot valéjaban aggregatu-
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mot, szamitégéppel 12,3 % 106 kotShelyet kalkulaltunk, melyeknek asszociacios
konstansa 0,4 10% M—1. Mivel az aggregatum heterogén, a 13 IgG-egységre
szamitott atlag valgjaban 4,7—18,9< 108 receptort jelent (egy molekula aggre-
gatum 5—20 egységbél all). Expresszié utan az egy makrofagra szamitott Fe-
receptor mennyisége 12,7< 10% volt, asszociaciés konstansa pedig 1,42 % 106
M-1, tehat valéban az affinitas emelkedett szamottevéen.

°ls-ban

kotes

FITC-Agg

0111 T T T i

2111 172 174 1/8
jelzett/ jelzetlen aggregétum aranya
3. dbra. A kotés specifitdsdnak vizsgalata leszoritasos kisérlettel. A kontroll (1009 -0s kotés)

értéke 2,02 + 0,06 pmol FITC-Agg/10° makrofag. @ Jelzetlen IgG-aggregitum X = szérum-
albumin (nincs leszoritds); Az S. E. M. értékek 3 kisérlet értékeibdl szairmaznak

A kotés specifitasat telitési koncentracion (4x10-6M FITC-Agg) alkal-
mazott jelzett aggregatummal egyiitt 1/8 —8/1 aranyban adott nem jelzett
aggregatum segitségével bizonyitottuk. Ezen kisérlet eredményeit a 3. abra
mutatja, ezen lathaté, hogy a novekvé ardnyban adott nem jelzett aggregatum
csokkentette a FITC-jelzett aggregatum kot6dését. Mindamellett bizonyos nem
specifikus kot6déssel is szamolni kell, ez abbél lathat6, hogy 1/1 arany esetén a
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ko6t§dés nem a kiindulési érték 509,-a, hanem eléri a 659,-ot is. A gorbe alapjan
a nem specifikus kotddés 25—309,-ot érhet el. Amennyiben ezt is figyelembe
vessziik, gy a kotShelyek szama sejtenként atlagosan 8—9 < 10%-ra tehetd
(13 IgG-bal allé ,,atlagos’™ aggregatumra szamolva). A 3. abra azt is mutatja,
hogy szérumalbumin nagy feleslegben sem csokkenti az FITC-jelzett IgG-
aggregatum kotddését. A jelzetlen aggregatum csékkentd hatasa viszont mik-
roszkoppal is lathat6 volt: 1/1 jelzett/jelzetlen aggregatum arany mellett a koto-
képes sejtek aranya 79,-ra csokken és a fluoreszcencia diffizabb.

Kotott aggregdatum hatdsa a fagocitézisra

Ezekben a kisérletekben telitési koncentraciéban alkalmaztuk az aggre-
gatumot, amelyet egyes kisérletekben a 4 °C-os inkubalas utan kimostunk és
friss Dulbecco-10%, szérumos médiumban végeztiik a fagocitézist, mas esetek-
ben azonban egyszerten 37 °C-ra helyeztiik az edényeket. Az FITC-jelzett bak-
tériumokat mindkét esetben az aggregatummal egyidejiileg adtuk a sejtekhez,
igy azok a 4 °C-os kot§dés soran is jelen voltak a rendszerben. A vizsgalt esetek-
ben kapott eredményeket mutatja be a 4. abra. Ezen lathaté, hogy a fagocité-
zist kvantitative nem befolyasolta az aggregatum hozzaadasa, legalabbis csok-
kenést nem okozott. Ugyanekkor a parhuzamosan végzett kisérletekben a mik-
roszképos vizsgalatok arra mutattak, hogy a makrofigok nem képesek egy-
idejiileg aggregatumot kotni és fagocitdlni. Ezekben a kisérletekben azok a
sejtek, amelyek FITC-jelzettek voltak (aggregatum-koté makrofagok, kb.
10—209%,) egyidejiileg sohasem internalizaltak RITC-jelzett baktériumokat,
akar antitestekkel, akar komplementtel opszonizaltuk azokat. A komplement-
medialt fagocitézis mértéke meghaladta az IgG-medialt mértékét (40—45,
illetve 30—359, fagocitalé sejt), mig a sejtek jelentGs része sem aggregatumot
nem kotott, sem fagocitézisra nem volt képes (1. tablazat).

1. tablazat

Kotote FITC-aggregdtum hatdésa RITC-jelzett baktériumok fagocitézisira

MI-RITC-C3b MI-RITC-IgG

FITC-Agg kotd sejt 10—209, 10—209,

Fagocital6 sejt 40—459, 30—35%
Nem kot és nem is

fagocitalé sejt 40—459,, 55—609,

A megadott értékek 3—3 latétérben levs sejtekre, mint 1009, -ra vonatkoznak, 3 kisér-
letben.
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4. gbra. Az aggregitum kotGdésének hatdsa a fagocitézisra. 1 = kontroll, ha a sejteket a
4 °C-o0s inkubalds utdn PBS-sel mostuk; 2 = C3b-medidlt fagocitézis az 1 kontroll szerint
kezelve; 3 = IgG-medialt fagocitézis az 1 kontroll szerint kezelve: 4 = kontroll, ha a sejteket
a 4 °C-os inkubalds utdn mosds nélkiil helyeztiik 37 °C-ra; 5 = C3b-medialt fagocitézis a 4
kontroll szerint kezelve: 6 = IgG-medidlt fagocitézis a 4 kontroll szerint kezelve. A kontrollok
(1009,) értékei: 1. kontroll C3b-medialt fagocitézis P; = 1,319 + 0,419: IgG-medidlt P; =
= 0,974 4+ 0,309; 2. kontroll C3b-medialt fagocitézis P; = 6,510 + 2,498; IgG-medislt
P; = 1,686 - 0.831 Az S. E. M. értékeket 3 kisérlethdl szamoltuk

A fagocitozis figgése az idotartamiol és a baktérium makiofég ardnyiél

Ezekben a kisérletekben a kvantitativ vizsgalatokhoz FITC-vel, a mik-
roszképos megfigyelésekhez RITC-vel jelzett baktériumokat hasznaltunk.
Az id&tartam novelése 0, 5, 15, 30 és 60 perces vizsgalatokban a fagocitézis
mértékének emelkedését eredményezte, akar C3b akar Fe-kozvetitett fagocito-
zisr6l van sz6. Mikroszképos megfigyelések alapjan a fagocitézis novekedése
elsGsorban az egy makrofagra esd internalizalt baktériumszam emelkedésébdl
és nem a fagocitalé sejtek aranyanak novekedésébdl adédott. A baktérium/
makrofag arany 250 volt.
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A baktérium/makrofag arany novelése hasonlé médon a fagocitotikus
index emelkedéséhez vezet (az ardnyt 15—450 kozott valtoztattuk). Az emelke-
dés — a mikroszképos megfigyelések szerint — itt is az egy makrofagra juté
Micrococcusok szamanak novekedésébdl és nem a fagocitalé sejtek aranyanak
emelkedésébél ered. A kisérletekben 60 perces fagocitézist mértiink. Ezekben
a kisérletekben is latszott, hogy a C3b-medialt fagocitézis t6bbszorose az anti-
testtel opszonizalt baktériumokénak.

Immunkomplex hatdsa a fagocitézisra

A Kkisérletek soran a sejtekhez az Fc-receptor expresszié ideje alatt 620
ug fehérjének megfelel6 immunkomplexet adtunk, amelyet nyilban marha
szérumalbumin ellen termelt IgG-bél és marha szérumalbuminbél készitettiink
(BSA-nyiil anti-BSA-IgG). Az immunkomplexet a korabbiaktdl eltérden nem-
csak tioglikolat-stimulalt, hanem rezidens makrofagokon is kiprébaltuk. Az im-
munkomplex az Fc-medialt fagocitézisra semmiféle hatast nem gyakorolt.
A 2. tablazatban az is lathaté, hogy a C3b-medialt fagocitézist kis mértékben
emelte az immunkomplex jelenléte, elsGsorban a stimulélt sejtek esetén.
Rezidens makrofagokon ez a hatas nem volt jol értékelhetd.

2. tablazat

Immunkomplex hatdsa peritonedlis makrofagok fagocitézisira

Fagocitotikus Fagocitalé
index %, sejtek 9,

Nem stimulalt makrofag

C3b-medialt 138,3 + 52,5 25 (25)

IgG-medialt 105,5 + 21,7 10 alatt (10)
Stimuléalt makrofag

C3b-medialt 158,8 + 24,1 70 (70)

IgG-medialt 107,8 + 29,5 30 (25)

A fagocitotikus indexeket a megfelel§ kontroll (immunkomplex nélkiil vizsgélt) értékekre,
mint 1009, -ra vonatkoztattuk

Ezek az értékek nem stimuldlt sejtekre:
C3b-medialt, atlag: 0,355; IgG-medialt, atlag: 0,061

Stimulalt sejtek kontroll fagocitotikus indexei:
C3b-medialt, atlag: 3,91;IgG-medialt, atlag: 1,13

A fagocitalé sejtek 9,,-anél zaréjelben a kontroll mintdk értékeit adtuk meg. Az adatok
2—2 latétérben levs sejtekre mint 1009, -ra vonatkoznak.

Kemotaktikus peptid hatdsa a fagocitézisra

A kisérletek sordn az N-formilmetionil-leucil-fenilalanin tripeptidet
(FMLF) 2x109 és 2x10~° M végkoncentraciék kozott alkalmaztuk, mivel
ebben a tartomanyban mutat kemotaktikus hatast is. Mind stimulalt, mind
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rezidens makrofagok vizsgalatat elvégeztiik. A tripeptidet az immunkomplex-
hez hasonléan a 2 6ras inkubacié elején hozzaadtuk a rendszerhez és az jelen
volt a fagocitézis alatt is. Stimulalt sejteken a tripeptid nem mutatott jelentd-
sebb hatést, koncentraciétol fiiggetlen 20—309,-0s emelkedést mutatott csu-
pan. Ezzel szemben, nem stimulalt sejtek esetében 10~8—10~-7 M koncentréciés
maximummal jelent§sen emelte a C3b-medialt internalizaciét, mig az Fe-
medialt fagocitézis mértéke nem valtozott és szinte mérhetetleniil alacsony
maradt. A tripeptid hatésa tobbszori fagyasztas-felolvasztas soran csokkent,
mivel ez elGsegiti a lebomlast, ezzel egyébként a kemotaktikus hatas is karoso-
dik. A kemotaktikus peptid hatasat az 5. tablazatban mutatjuk be. A mikrosz-
képos vizsgalatok soran kvalitative hasonlé képet kaptunk: a maximalis hatasd
koncentraciét alkalmazva a sejtek kozott megndtt a fagocitalé sejtek aranya és
az egy makrofagra juté internalizalt Micrococcusok szdma is.

3. tablazat

Kemotaktikus peptid (fMet-Leu- Phe) hatdsa a fagocitézisra

|

Peptid koncentricié AU Ffiss p_epfifﬁljfg _', B Tél:),l:}?ipidA R
ol C3b-med. ‘ IgG-med. ‘ C3b-med. TgG-med.
Nem stimulalt sejtek
kontroll 0,25 0,81
2 2,16 2.83
20 2,41 3,65
200 2,77 3,65
2000 1,12 3,40
20 000 1,27 3,29 !
Stimulalt sejtek t
kontroll 8,36 0,75 8,93 0,715
2 12,83 0,84 8,83 | 0,683
20 11,74 1,00 9,39 | 0,916
200 11,80 0,89 10,56 | 0,797
2000 11,50 071 | 98 | 0,619
20 000 11,40 0,75 | nines 0,642
| . adat |

A fenti fagocitotikus indexek (P;) 2—2 kisérlet atlagaibol adodnak. Az IgG-medialt fago-
citozis rezidens sejtek esetében elhanyagolhatéan alacsony volt, igy nem is tintettiik fel. A
peptidet valamennyi esetben azonos térfogatban (20 ul) adtuk az 1 ml-es mintdkhoz.

Meghbeszélés

A fagocitézisban a makrofagok kiilonféle receptorai vesznek részt. Az Fe
és C3b receptorok szerepe egyértelmiien bizonyitott, de leirtak dn. nem
specifikus receptorokat is, amelyek a latex, zimozan és egyéb szemcsék felvéte-
lében jatszanak szerepet, igy elkiilonithet8k az elébbi két feliileti strukturatol
(10, 17, 23). A felileti receptoroknak mindeneckel6tt a partikulumok meg-
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kotésében van szerepiik; az internalizaciés folyamatban mar az intracellularis
kontraktilis elemek is részt vesznek (23, 26).

Fec-receptorok nem csupan makrofagokon fordulnak els. Jol ismert a
limfocitak és limfoid eredetd tumorsejtek feliileti Ig-receptora (21), amelyeket
ugyancsak FITC-jelzett IgG-vel vizsgaltak. Ezek a vizsgalatok igazoltak, hogy
a fluoreszcens jelolés kikiiszoboli a radiéaktiv anyaggal valé munka szamos
hatranyat, anélkiil, hogy a moédszer érzékenysége és megbizhatésaga romlana.
Az aggregalt IgG hasznalata tobb elénnyel jar: egy hénapig —20 °C-on stabil,
affinitdsa az Fe-receptorok irant 2-3 nagysigrenddel nagyobb, igy kikiiszobo-
16dik a 109, autolég szérumban jelenlevé monomer IgG esetleges zavaré hatasa.
A makrofagok Fe-receptorai kétfélék: tripszin-rezisztens és tripszin-érzékeny
Fc receptorokat ismeriink. A rezisztens receptorok, amelyek kb. 909, -at teszik
ki az ilyen receptoroknak, az immunkomplexek, IgG-aggregatumok és anti-
testtel bevont partikulumok kotddéséért felelgsek (23, 27). Egereken kiviil
nyulakon is hasonlé vizsgalatokat végeztek (3), ennek alapjan a tripszinre
érzékeny receptorok szerepét inkabb a monomer, citofil antitestek kotésében
latjak (27). Ezen kiviil, az Fc-receptorok bizonyos faj- és alosztaly-specifitast is
mutatnak (8, 13, 15).

Az Fec-receptorok szamit illetGen az egyes vizsgalatok némileg eltérd
eredményeket adnak. Kisérleteinkben, ahol stimulélt patkany makrofagokat
vizsgaltunk, a kotShelyek szama sejtenként 10°—107 nagysagrendben volt.
A 2 6ras expresszié ezt a szamot nem novelte meg, az asszociaciés konstans
azonban t6bb, mint haromszorosara emelkedett (1. és 2. abra). Ha figyelembe
vessziik, hogy a mikroszkopos vizsgalatok szerint a sejtek kb. 109,-a kot FITC-
aggregatumot, a kotésnek pedig 25—309,-a nem specifikus, a tényleges koté-
helyszam sejtenként 107 koriil lehet. UNKELESS és mtsai (28) kb. 10° tripszin-
rezisztens és 1—1,5< 10° tripszin-érzékeny receptort irtak le egér makrofago-
kon. Stimulalt nyil alveolaris makrofagokon tobb mint 10° kétShelyet mutat-
tak ki (3). Limfoma sejteken végzett vizsgalatok soran (21) 10° koriili szamban
talaltak kotShelyet, az asszociaciéos konstans nagysdgrendje azonos volt az
altalunk tapasztalttal. Az a tény, hogy a makrofagoknak csak egy része kot
ténylegesen FITC-jelzett aggregatumot, arra vall, hogy a morfolégiailag homo-
génnek latszo sejtpopuléacié valgjaban funkcionalisan heterogén, tényleges kotd-
képességgel csak a sejtciklus megfelelé fazisaban levé sejtek rendelkeznek.
Az Fe-receptor altal medialt fagocitézis idGbeli valtozasanak ciklikus jellege
ugyancsak emellett sz6l (VRAY, személyes kozlés).

A kotés specifitasat a jelzetlen aggregatum leszorité hatasa igazolja.
Ugyanekkor a szérumalbumin nagy feleslegben sem gatolja az FITC-Agg koto-
dését. Hasonlé specifitast irtak le limfoid sejteken (21), azonban ott nem észlel
ték azt a nem specifikus kotést, ami a 3. abran jol lathat6. Ezt elsGsorban az
FITC-jelzés sikerességével lehet magyarazni: a mikroszképos képek jelentds
részén halvanyzold hattér utal arra, hogy a fluoreszcens jelzés egy része leval-.
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hat a fehérjérdl és kozvetleniil a sejt feliileti fehérjéihez kotddve a szolubilizalas
utan megnoveli a fluoreszcenciat a kvantitativ mérés soran. Ez a hatrany
azonban nem csupan az FITC-jelzésre jellemz§: 12°I-dal jelzett IgG alkalmazasa-
kor ugyancsak kimutattdk a nem specifikus jel6l6dést (2). Az emlitett kisérle-
tekben human makrofagok Fec-receptorait vizsgaltak, kb. 2 10* koétShelyet
talaltak és kb. 1/3 rész nem specifikus kotGdést. A nem specifikus jelolsdés
mértéke azonban a talalt kotShelyszamot nagysagrendileg semmiképpen sem
befolyasolta.

Az aggregatum kotGdése kvantitativ csokkenést nem okozott a fagocité-
zishban (4. dbra). Ez arra utal, hogy — amint a mikroszképos megfigyelések is
mutattdk — adott sejtek nem vetélkednek az aggregatumért, illetve az opszo-
nizalt baktériumokért, hanem szelektalnak kozottiik: vagy FITC-aggregatu-
mot kotottek, vagy RITC-jelzett baktériumokat fagocitaltak. Ez a megfigyelés
felveti az Fe-receptorok funkeionalis heterogenitasanak kérdését, még a nem
citofil antitesteket kotd helyek esetében is. A C3b-medialt fagocitézis és az
FITC-aggregatum kotés egymast kizaré jellege korabbi vizsgalatok alapjan is
érthetd: ha egy baktérium vagy egyéb partikulum a C3b-receptorhoz kotédik,
nem képes fagocitalodni, ha egyidejlileg ugyanazon sejt mar az Fe-receptoron
keresztiil fagocital (szegmentalis valasz, 11, 23). Igy, bar a két receptort egy-
mastél fiiggetlennek tartjak, az egész sejt mikodésében nem lehet Sket teljesen
egymagukban vizsgalni.

A fagocitézis mértéke fiigg az inkubaciés 1d6t6l, valamint a baktérium/
makrofag aranyatél. Ennek vizsgalatara ugyancsak igen jo lehet8séget nyijt a
spektrofluoriméter és a mikroszkép parhuzamos alkalmazéasa. Az id8beli fiiggés
esetében jol latszik, hogy 60 percig a fagocitézis kvantitative allandéan emel-
kedik; ugyanekkor a fagocitalé sejtek szama a 30. perc utan jelentds valtozast
mar nem mutat. {gy a tovabbi emelkedés dontéen az egy makrofagra juté
internalizalt baktériumok szdmanak novekedésébél adédik. Hasonlé a helyzet
a baktérium/fagocita arany vizsgalatanal is. Mig pl. a C3b-medialt fagocitézis
esetében a 15-sz6ros arany és a 300-szoros arany kozott kozel 10-szeres a kvan-
titativ eltérés, a fagocitalo sejtek szama alig 1/3-dal novekszik (4. és 5. tablazat).

A fenti megfigyelések alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy a fagocitézis
soran az arra képes sejtek koziil a lehetd legtobb megkezdi az internalizaciét,
amennyiben erre alkalma van, a fagocitézis mértékének tovabbi novekedését
pedig a rendelkezésre allé6 baktériumok szama hatarozza meg. Mikroszképos
vizsgilatok alapjan egyébként jol latszik, hogy a makrofagok fokozatosan teli-
tédnek a baktériumokkal, megfeleld baktérium-szam esetén jol lathaté sapka-
képzbdés is megindul. A capping és a fagocitézis soran kialakulé szerkezeti
analégiakat mar korabban is leirtak (4).

A komplement-dependens és az antitest-dependens fagocitézis igen eltérd
mértékd volt. Bar ismert, hogy a C3b-medialt folyamat jelentGsen meghaladja a
masikat stimulalt sejtekben, mégis meg kell emliteni ebben az opszonizacié
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4. tablazat

Az inkubdaciés id6 hatasa Micrococcusok fagocitézisira

Fagocitotikus index Fagocitalé sejtek
Fagocitézis felvett bakt. /sejt %~o0s ardnya
ideje (perc)
C3b-medialt Fe-medialt C3b-medialt ’ Fe-medidlt
|
0 0 0 ! — —
5 0,055 + 0,003 | 0 38 5% alatt
15 0,444 4 0,053 | 0,026 4 0,01 46 40
30 1,486 4 0,494 | 0,130 4- 0,088 55 43
45 2,027 40,468 | 0,175 4- 0,071 52 45
60 3,783 + 0,797 | 0,544 + 0,135 57 50

A baktérium/makrofdg ardny 250 volt mindegyik kisérletben. A megadott értékek 3
parhuzamos kisérlet 2—2 paralel értékébsl adédnak. A fagocitalé sejtek aranyat 2—2 latétérben
levs — kb. 120 — sejt leszdmoldsa utén kalkulaltuk.

szerepét, az anti-micrococcus antitestek jelen esetben nem optimailis tulajdon-
sagait is.

Az immunkomplex vizsgalatdhoz az alapot az adta, hogy az irodalomban
szamos adat ismert az ilyen anyagok fagocitézist befolyasolé hatasarsl. Elsé-
sorban a C3b-medialt fagocitézis aktivalasa emelkedik ki: ezzel parhuzamosan
azonban azt is felvetik, hogy a komplement maszkirozna a komplex Fe-részét
és igy gatolna az Fc-medialt fagocitézist (18). Human limfocitdkon az immun-
komplex Fe-receptor aktivitast csokkentd hatasat a cAMP-vel is kapcsolatba
hoztak (20). Egér peritonealis makrofagban viszont azt irtak le, hogy a komp-
lement stimulalta az oldott immunkomplex felvételét. Az IgM-aggregatum
komplement altal torténd opszonizaciéja az immunkomplex C3b-receptoron at
folyo felvételét eredményezheti (23). Sajat kisérleteinkben az alkalmazott
immunkomplex csak igen mérsékelt hatast fejtett ki a fagocitézisra és csupan
stimulalt makrofagok esetén (ez 6sszhangban all az immobilizalt komplexekre

5. tablazat

A baktérium/makrofag arany hatdsa Micrococcusok fagocitézisira

Fagocitotikus index Fagocital6 sejtek
Baktérium/ felvett bakt./sejt 9-0s ardnya
makfofég o OO IO SO s o ol b PR Ra—e
ey C3b-medialt j Fe-medilt C3b-medialt Fe-medidlt
RIS ,! S NN o
15 | 1,234 4 0,448 0,635 + 0,073 4ok 18
75 | 6,408 4+ 1,230 | 0,696 -+ 0,087 45 24
150 7,478 4 1,067 0,777 4 0,120 52 28
300 10,230 + 3,310 1,001 + 0,271 61 28
450 10,880 4+ 3,400 1,099 4+ 0,233 63 29

A fagocitézis ideje minden kisérletben 60 perc volt. A megadott értékeket 3 kisérlet 2—2
paraleljébdl szdmoltuk. A fagocitalé sejtek aranyat 2—2 latétérben levé — kb. 120 — sejtre
vonatkoztattuk.
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leirt hatas koriilményeivel (18). Valészintileg az immunkomplexek szerkezeti
sajatossagai donthetik el, hogy végiil is milyen jellegli és mértékii hatasa van a
fagocitézisra, mint ahogy a komplementrendszer aktivalasaban is fontos az
immunkomplexek szerkezete (16).

A kemotaktikus peptidek és mas kemotaktikus anyagok vizsgélata igen
fontos és egyik aktudlis kérdése a kutatasoknak. Az éltalunk vizsgalt N-formi-
lalt tripeptid a granulocitakra fejti ki hatasat elsGsorban, de receptorat ki-
mutattak makrofagokon is (25). Immunkomplexek, immunglobulinok és komp-
lementfaktorok ugyancsak rendelkeznek kemotaktikus hatassal (24, 31—32).
A kisérleteinkben vizsgalt N-formilalt tripeptid koncentraciétol fiiggGen jelen-
tésen emelte a rezidens makrofagok fagocitézisat, mig stimulélt sejtekre alig
hatott. Mindez a komplement-dependens fagocitézisra volt érvényes: az Fe-
medialt folyamatot egyaltalan nem érintette, még rezidens makrofagok eseté-
ben sem. A hatas 10-8—10-7 M koncentraciéban volt a maximalis; ez a kon-
centracié tartomany kozel all a kemotaxishan optimalis hatast eredményezd
dézishoz. Az aktivalas mechanizmusarél jelenleg nem tudunk részleteket.
Mindamellett nem tiinik elképzelhetetlennek, hogy a tioglikolatos és mas in
vivo stimulalasi médszerek tulajdonképpen olyan anyagok képzidését valtjak
ki a stimulalt allatokban, amelyek egyszerre kemotaktikus és fagocitézist
stimulalé hatasidak. Ezek lehetnének felelgsek a makrofagoknak a peritonealis
iireghe vandorlasaért, valamint azokért a valtozasokért, amelyek a stimulaciét
kisérik. Kiilonosen valészintsiti ezt, hogy a peptid a komplement-dependens
fagocitézist stimulalja, marpedig a stimulacié soran elsGsorban a C3b-medialt
folyamat intenzitasa valtozik jelentésen (5, 23). Tovabbi érdekes megfigyelés,
hogy fagocitalé sejteken az emlitett tripeptid (FMLF) — kemolumineszcencias
vizsgélatok alapjan — hasonlé valtozasokat okoz a sejtek oxidaciés folyamatai-
ban, mint a fagocitotikus stimulus pl. zimozan esetén (12). Mindezek az adatok
a kemotaxis és fagocitézis kapcesolatat igazoljak és felvetik azt a kérdést, hogy
a stimuldcié mechanizmusaban a kemotaktikus anyagoknak van-e és milyen
szerepiik. Ezt a kérdést részben ismert kemotaktikus hatasi anyagoknak a sti-
muléciora jellemz§ hatasok kivaltasara valé alkalmassdgaval, a tovabbiakban
pedig a peritonealis sejtek izolalasakor talalt folyadék vizsgalataval, esetleges
kemotaktikus komponenseinek izolalasaval lehet megkozeliteni. A kérdés fon-
tossaga nem kis mértékben a human makrofagok stimulaciéjaval kapcsolatos:
mivel ezeket in vivo stimulalni nem lehet, megfelels in vitro lehet8ség kidolgo-
zasa mint metodikai eredmény is jelentds lenne.
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ROVIDITESEK
BSA = marha(bovin) szérumalbumin
C3b = a komplement rendszer 3b jelzésii komponense
FITC = fluoreszcein-izotiocianat
FITC-Agg = FITC-jelzett IgG-aggregatum
FMLF = N-formilmetionil-leucil-fenilalanin
IgG, IgM = immunglobulin G, ill. M
MAF = makrofdg-aktivalé faktor(limfokin)
MEM = minimal tdpoldat, esszencidlis aminosavakkal, vitaminokkal
MIF = migraciét gatl faktor(limfokin)
MI-RITC-C3b = komplement-opszonizalt, RITC-jelzett Micrococcus lysodeikticus
MI-RITC-IgG = IgG-opszonizalt, RITC-jelzett Micrococcus lysodeikticus
PBS = foszfat-pufferolt izoténids NaCl oldat
P; = fagocitotikus index; fagocitalt baktérium/makrofag
RITC = béta-rodamin-izotiocianat

PN W

11.
12,
13.
14.
15.
16.
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