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Abstract - Osteoarthritis of the knee is a common musculoskeletal disease with an increasing incidence and
prevalence. Over the last two decades, an increasing weight of inflammatory factors have been emphasized.
The activation of the complement system is well known in rheumatological diseases of inflammatory or auto-
immune origin; however, its participation in osteoarthritis is less characterized. The goal of our study was to
detect the Clqg binding circulating immune complexes and to describe their potential clinical and labora-
tory correlations. 61 patients with knee osteoarthritis and a control group of 17 non-osteoarthritic patients
from 2023-2024 were included. Demographic data, as well as patient history, comorbidities and the WOMAC
(Western Ontario and McMaster Universities Arthritis Index) disease activity index were recorded. Patients'
complete blood counts, titres of complement factors C3, C4 and levels of circulating immune complexes C1q,
the neutrophil-to-lymphocyte ratio (Neu/Ly) and Systemic Inflammatory Response Index (SIRI) were deter-
mined. The study group consisted of 86% female patients with a mean age of 66.1 + 1.1 years. The WOMAC
score had a mean value of 24.9 +1.3. The neutrophil-to-lymphocyte ratio was 2.05 +0.17, C3,C4 were within the
reference range. The Cl1q CIC levels in the osteoarthritis group studied were slightly above (19.6+2.7 ugkq/
mL) the reference cut-off value (<16 ugEg/mL) indicated by the manufacturer. The C1q CIC level of the patient
group was significantly higher (p=0.0012) compared to the control group (6.06+0.85 ugEg/mL). C1q CIC did
not show a significant correlation with the WOMAC index or with Neu/Ly, SIRI, C3, C4 titers. In contrast, a sig-
nificant correlation was found between WOMAC and patient age (r=0.28, p=0.026). C1q binding circulating
immunocomplex levels were found elevated in patients with osteoarthritis of the knee joint. We found no
correlation between C1q CIC and WOMAC score, blood-derived indices and C3 and C4 complement titers.
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Bordet as a heat labile factor in serum. It is a biological
system composed of more than 30 soluble or cell-surface
bound proteins, some of which are enzymes, others reg-
ulatory factors, receptors and cofactors. These proteins
have multiple roles, the most important of which are
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the formation of the MAC (membrane attack complex)
lytic complex, as well as opsonisation and inflammation
triggering [1]. Complement proteins regulate the lifetime
of circulating immune complexes through complement
receptors of the monocyte-macrophage system [2, 3]
Activation of the system can occur in three ways: via the
classical, alternative and mannose-binding lectin path-
ways. Of these, activation of the classical pathway begins
with the formation of the C1 complex. In the activation
pathway, serine protease-type enzymes exert a targeted
action on their substrates, cleaving them into a smaller
‘a' subunit and a larger 'b' subunit. The Clq protein is
first bound by an antigen-binding immunoglobulin at
the specific binding site of the Fc stem (immunocomplex
form), after which it recruits two Cls and two Clr pro-
teins. This forms the C1q2r2s complex with a total molec-
ular weight of 790 kd, which activates factor C4, which
in turn exerts a lytic effect on factor C2. This results in
the formation of the C2a4b fragment, which activates the
centrally important, relatively high circulating C3 protein
(C3 convertase). C3 cleavage releases the opsonising C3b,
which is able to attach to hydroxyl groups of proteins and
other compounds through an unfolded thiol-ester bond,
and the inflammation-inducing and anaphylactic C3a
fragment. The C4b2a3b complex then cleaves the C5
protein by limited proteolysis, from which C5b will form
a multimeric complex of C6, C7, C8 and C9 factors [1,
4, 5]. The C5b-C9 complex is named MAC (membrane
attack complex) because it opens the membrane of the
target cell to influx of cations and water by drilling into
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it. The typical result is osmotic destabilization, with the
target cell dying from the osmotic shock (Figure 1.).

Circulating immune complexes are measured in
increasing amounts in systemic autoimmune diseases.
They are diverse in antigenic content and may contain
external, bacterial and viral antigens, components of
dying cells and autoantigens. The classical pathway is
most commonly triggered by IgM and IgG3 and IgGl
antibody subclasses. The ability of the different IgG sub-
classes to activate complement depends on their ability to
oligomerize on antigenic surfaces [6].

The regulatory role of complement receptors binding
fragments to immune complexes is multifaceted. CR2,
for example, retains antigens on follicular dendritic cells
and thus plays a role in clonal selection and affinity mat-
uration of B lymphocytes. Its ligand is the degradation
fragment C3d, which is an inactive product of C3b and
its cleaved C3bi [7].

Early data demonstrate that activation of the comple-
ment system and elevation of circulating immune com-
plex levels are evident in systemic autoimmune diseases
such as rheumatoid arthritis, systemic lupus erythemato-
sus [8, 9]. This is not so clearly the case in osteoarthritis,
in which the pathological role of complement has only
recently emerged [10,11]. Human chondrocytes consti-
tutively express C1QA, C1QB, C1QC, CIR, CIS genes,
whose transcripts are upregulated by osteoarthritis-spe-
cific inflammatory factors such as IL-1p and TNF-a. The
Clq protein, bound to chondrocytes, exerts a regulatory
effect: it reduces type II and increases type X collagen
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Figure 1. Classical pathway of the complement system, generation of C1 complex, C3 convertase, formation of MAC,

and removal of immune complexes by phagocytosis.
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gene expression [12]. Aberrant mechanical loading, low-
grade arthritis, remodelling and degradation of cartilage
tissue are typical links in the pathogenesis of osteoar-
thritis. Pro-inflammatory cytokines, which increase
cartilage turnover, type II collagen degradation and local
inflammation, are all biomarkers of disease [13]. The role
of synovial macrophages in tissue repair is undisputed,
whereas the role of T and B lymphocytes is poorly under-
stood. Immunoglobulins and immunocomplexes against
cartilage constituents and antigens have been detected
in cartilage tissue, synovial fluid and plasma of osteo-
arthritic patients [14, 15]. The significance of this local
immune response in osteoarthritis is increasingly appre-
ciated [16], and little is known about the immunocom-
plex-forming propensity of antigens potentially escaping
cartilage and synovial space, entering the circulation.
For the above considerations, we aimed to analyze the
relationship between Clg-binding circulating immune
complexes, the diagnosis and staging of osteoarthritis.
Our study was performed during the primary specialist
care of a patient population with osteoarthritis of the
knee joint seen in an outpatient clinic in Targu Mures.

Materials and methods

2.1 Characterization of the patient population

Our study group consisted of 61 patients with osteoar-
thritis of the knee joint with different stages of the disease,
who presented for physiotherapy or rheumatology spe-
cialist examination at the outpatient clinic of Procardia
in Marosvasarhely in 2023-24. The study was registered
under Ethics approval 001/2023. Exclusion factors for
patient classification were: acute and chronic inflamma-
tory diseases and infections, chronic liver disease, cancer
and generalized and tissue-specific autoimmune pathol-
ogies, diabetes mellitus, and non-osteoarthritic joint dis-
eases.

For each patient, the Western Ontario and McMaster
Universities Arthritis Index (WOMAC) [17] was deter-
mined. The total score (maximum score: 100) of the
questionnaire with responses to questions that could be
grouped into three panels (pain, stiffness, functionality)
was used in the statistical analysis.

2.2 Laboratory parameters
Clq-binding circulating immune complexes (ELISA,
Diametra, Italy), serum C3, C4 complement factor levels

(immunoturbidimetry, C30103 and C40103 kit, Mindray
BS480, Shenzhen, China) and complete blood count
(Mindray BC 5280 hematology analyzer, Shenzhen,
China) were determined. From CBC, two derived indi-
ces were analyzed: neutrophil-to-lymphocyte ratio (Neu/
Ly) and Systemic Inflammatory Response Index (SIRI).
We compared the amount of C1q-binding immune com-
plexes with an age and sex-matched non-osteoarthritic
control group of 17 members, fulfilling the same exclu-
sion criteria.

Clqg-binding circulating immune complexes were
measured using a commercial ELISA kit according to the
manufacturer's instructions (DKOO016, Diametra, Italy)
with a measuring range of 1-64 ugEq/mL and a coefti-
cient of variation of 4.8% according to the manufacturer.
Samples were applied to the microtiter plate at 50-fold
dilution, calibrators and controls without dilution, in a
volume of 100 uL and incubated at 37 C° for 30 min. Then
washed with wash buffer in 3x300uL volumes and cover-
slipped with conjugate for 30 min at 37 C°. The wash was
repeated under the same conditions, the plate was cov-
ered with 100 uL TMB substrate and the reaction stopped
after 15 min. We performed the absorbance reading on a
Thunderbolt Virclia (Gold Standard Diagnostics, USA)
ELISA machine at 450 nm wavelength.

2.3 Statistical analysis

Statistical analysis was performed using GraphPad Prism
9.5.1 software. Non-parametric Mann-Whitney U test
was used for pairwise comparisons and Spearman rank
correlation for correlation analysis. The significance
threshold was set at p=0.05.

Results

3.1 Descriptive statistical characteristics of the patient
group

The study group consisted of 8 male and 53 female patients
with a mean age of 66.1 + 1.1 years. More than 60% of
the patients were registered more than 5 years ago with
symptoms of osteoarthritis of the knee joint. Obesity was
present in 52% of the group, hypertension was present in
80.4%, and clinically evident ischaemic heart disease was
noted in 11.4% of the anamnesis. WOMAC score showed
amean value of 24.9 £1.3. The neutrophil-to-lymphocyte
ratio was within a reference range of 2.05 +0.17 (0.78-
3.53) [18]. There is currently no internationally usable
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Table 1. Descriptive statistical characteristics of the

study group

Variable

Mean + SE/ Number of
cases (percent)

Gender (male/female)

8(13.1) /53 (86.9)

Age (years)

66.1 +1.1

History (10 years/ 5 years/0-5
years)

21(34.4)/16 (26.2)/24 (39.4)

Obesity (yes/no)

26 (52)/ 24 (48)

Hypertension (yes/no)

49 (80.4)/ 12 (19.6)

Ischaemic heart disease (yes/
no)

7 (11.4)/ 54 (88.6)

WOMAC score 249 +1.3
Cl1q CIC (ugEq/mL) 19.6 £2.7
Neu/Lym 2.05+0.17
SIRI 930 + 102
C3 (g/L) 1.69 +0.33
C4 (g/L) 0.32 +£0.04

reference for SIRI. Serum concentrations of C3 and C4
complement fragment also showed normal values within
the reference range (1. table).

3.2 Clq-binding circulating immune complex assay

The concentration of Clq fragment-binding circulat-
ing immunocomplexes in a healthy population was less
than 16 ugEq/mL according to the manufacturer. The
CIC level of the patient group was significantly higher
(p=0.0012) than the CIC concentration of the non-os-
teoarthritic control group (6.06 +0.85 ugEq/mL) (Figure
2.and3.).

3.3 Correlations of the WOMAC score

The amount of C1q-binding immune complexes did not
show significant differences in the first (17.2+4.5 ugEq/
mL), second (21.3+5.1 pgEq/mL) and third (20.7£4.6
ugEq/mL) tertiles of the WOMAC score. WOMAC
showed a positive significant correlation with patient
age (r=0.26, p=0.026). No correlations were observed
between WOMAC, neutrophil-to-lymphocyte ratio,
SIRI, C3 or C4 levels (Figure 4.).

3.4 Variations of the Neu/Lym ratio, SIRI and WOMAC
tertiles

We examined the variation in neutrophil/lymphocyte
ratio comparing WOMAC tertile groups. The values were
higher in the first tertiles than in the second (1.96 + 0.21
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Figure 2. C1g-binding CIC levels in the osteoarthritic
patient and control groups. CIC relative concentrations
were significantly higher in osteoarthritic patients
(p=0.001), with 19 cases showing titers above 20 ugEq/
mL

vs. 1.70 £ 0.17, p=0.31), with the highest ratio in the third
tertiles (2.42 £ 0.37) which was not significantly different
from the two previous tertiles (p=0.43 and p=0.10). The
SIRI showed a similar trend, with higher values in the
first tertile than in the second (853.6 + 113.8 vs. 699.5 +
105.1, p=0.37), with the highest values in the third ter-
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Figure 3. C1g-binding CIC concentrations in subgroups
defined by WOMAC score tertiles. No significant
difference was detected between groups.
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Figure 4. C1g-binding CIC correlations. The squares
show the Spearman correlation coefficient

tile 1194 + 231.9), which were not significantly different
from the values of the two previous groups (p=0.51 for
the first and p=0.08 for the second tertile).

Discussion

Although the activation of the complement system in
osteoarthritis has been studied for more than 40 years,
remarkable results have only been obtained in the past
decades. The classical activation pathway of complement
is initiated in the presence of an antigen-antibody com-
plex by binding of the Cl1q fragment. Among the immu-
noglobulins, IgM, IgG1 and IgG3 have the strongest com-
plement binding properties, the former reacting in the
first phase of the immune response and being less antigen
specific, whereas the IgG-mediated humoral response is
delayed due to isotype switching and affinity maturation.
Recent studies have shown that the oligomeric forming
property of IgG strongly influences complement binding
[6]. At the same time, some fragments of complement
such as C3b and C4b, iC3b, C3dg, C1q are involved in the
clearance of circulating immune complexes by promot-
ing their phagocytosis via the CR1 complement receptor.
Factor C2, C3, C4 and Clq deficiency is therefore often
associated with immune complex-mediated and autoim-
mune diseases [1]. Classically high circulating immune
complex titers and C1q-binding complex levels have been
described mainly in articular diseases of autoimmune
origin [5,8,9], whereas their significance in osteoarthritis

until know seemed to be negligible.

Kemper et al. observed that C5 gene expression is
associated with synovial involvement and also with
disease stage, with higher levels in early stage than in
advanced cases [19]. In the light of some recent data, it
seems that local activation of the complement system
in osteoarthritis progression and pathogenesis may also
be of interest as a biomarker group. Holers et al. inves-
tigated the complement protein expression of synovial
samples from osteoarthritic first cruciate ligament recon-
struction (ACLT), damaged meniscal disc removal and
non-osteoarthritic control synovial samples and found
that C4d+, CFH+, CFHR4+ and C5b-9+ synovial cells
were significantly more abundant in the first two groups
[20]. Assirelli et al. analyzed the expression of C3, C4 and
factor B in cartilage and synovial cells extracted from
43 osteoarthritic patients undergoing arthroplasty, as
well as the concentration of terminal MAC complex in
IL-1pBtreated cell culture supernatants. C3 concentrations
were higher than C4, while stimulated chondrocytes
produced mainly factor B in the alternative activation
pathway, whose expression was strongly increased upon
IL-1pB stimulation, compared to stagnant C3 and C4. In
cell culture, the synthesis of the terminal lytic complex
could not be detected [11].

The cartilage oligomeric matrix protein (COMP) pro-
tein [13], which is also used as a biomarker, and is released
during cartilage tissue degradation, binds directly to the
C3b and C9 fragments of complement, activating them
via an alternative pathway. This activation has been
demonstrated in rheumatoid arthritis of autoimmune
etiology. In osteoarthritis, however, the phenomenon
has not been confirmed and, in fact, COMP has been
observed to inhibit the binding of Clq protein to anti-
gen-antibody complexes, thereby also inhibiting the acti-
vation of the classical pathway [21].

In three different mouse models subjected to mechan-
ical destabilization, Wang and colleagues showed that
knockdown of C5, C6 and CD59a reduced the expression
of inflammatory mediators and degradative enzymes,
preventing the development of osteoarthritis. In humans,
the terminal lytic complex and the important degradative
connective tissue effector MMP-13 co-localize around
chondrocytes [22]. Certain inflammatory cytokines (IL-
1B, IL-6, IL-17), collagen type II degradation products,
molecules indicating cartilage tissue turnover and the C3
factor C3f degradation product have been proposed as
novel diagnostic, prognostic and staging biomarkers of
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osteoarthritis. Among these, only a few collagen degra-
dation product assays have adequate sensitivity, specific-
ity and clinical validation [13, 23]. Increased circulating
C3 concentrations have been shown in a limited number
of osteoarthritic patients [24]. In human chondrocyte
cultures stimulated with IL-1f , it was observed that the
robust production of factor C3 is stimulated by the signal
transducer and activator of transcription 1 (STAT1) sig-
naling molecule and that fludarabine, a STAT1 inhibitor,
reduces C3 overexpression in animal models [25].

Our results show that Clq activating circulating
immune complexes are elevated in knee osteoarthritis.
No elevated levels were observed in the non-osteoar-
thritic control group compared to the manufacturer's
reference values. However, the amount of Clq activating
circulating immune complexes showed no correlation
with the global WOMAC score, nor with serum levels of
complement factors C3 and C4. The absolute neutrophil,
lymphocyte and monocyte count-derived inflammation
parameters, neutrophil/lymphocyte ratio and systemic
inflammatory response index also showed no correlation
with the WOMAC score. Furthermore, no correlation
was detected between Clq CIC and cellular inflamma-
tion indices (neutrophil/lymphocyte ratio and SIRI),
nor between the latter and the global WOMAC score.
We observed that Clq-binding circulating immune
complexes can be used as a diagnostic marker, but their
quantity is not correlated with disease stage. The small
number of cases was a limiting factor in our work, thus
further prospective studies are needed to confirm the
associations found.

Conclusion

In our study, we analyzed data from 61 patients with
osteoarthritis of the knee joint. Joint involvement of
other etiologies was an exclusion factor. Osteoarthritis
is not only a mechanical disease, many studies have
demonstrated the role of low-grade inflammatory and
immune-mediated mechanisms in the pathomechanism
and progression of the disease. Recent evidence suggests
that the complement system is an important biological
regulator in maintaining homeostasis of the synovi-
um-chondrocyte-bone functional unit. In our study,
Clg-binding circulating immune complexes measured
from the serum of patients with osteoarthritis of the knee

joint were significantly higher in comparison to the con-
trol group. However, no correlation was found between
the disease progression functional score, WOMAC and
the amount of Clq-binding immune complexes. There
was also no detectable relationship between WOMAC
and cell count-based inflammation indices (SIRI, Neu/
Ly).

The complexity of the complement system and its
relationship with other signalling systems could be the
subject of future research. Currently, the treatment of
advanced osteoarthritis involves complex arthroplasty
requiring major surgery. In the long term, the modifica-
tion of the course of osteoarthritis from the initial phase
(DMOAD - disease modifying osteoarthritis drugs) is the
objective of research. For this reason, an important goal
in osteoarthritis research is to identify diagnostic, clas-
sification and prognostic biomarkers related to pathoge-
nicity.
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MAC - membrane attack complex

SIRI - systemic inflammatory response index
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Osszefoglalé - A térdizileti osteoarthritis népbetegség, névekvd incidenciju és prevalenciaji musculos-
keletalis betegség. Az utobbi masfél-két évtizedben patomechanizmusédban elétérbe kertlt a gyulladasos
tényezdk jelentésége. A komplement rendszer aktivalodasa gyulladdsos-autoimmun eredetl reumatoldgiai
betegségekben alaposan dokumentalt, viszont osteoarthritisben jatszott szerepe kevésbé nyilvanvalo. Jelen
tanulmany célkitlizése a C1q koté keringd immunkomplexek mennyiségi kimutatasa, potencidlis laboratéri-
umi és klinikai korrelacidinak leirdsa térdizlleti osteoarthritises betegcsoporton. 61 térdizileti osteoarthritises
beteg és 17 tagu nem osteoarthritises kontrollcsoportot vizsgaltunk. Rogzitettik az altaldnos demogréfiai ada-
tokat, a klinikai vizsgélat sordn regisztraltuk a paciensek korelézményét, tarsbetegségeit és felmértiik a beteg-
ség WOMAC (Western Ontario and McMaster Universities Arthritis Index) aktivitasi indexét. Meghatéroztuk
a betegek teljes vérképét, a C3, C4 komplement faktorok titerét, valamint a C1qg keringé immunkomplexek
szintjét. A vérkép paramétereibdl két szarmaztatott indexet szamoltunk: a neutrofil-limfocita ardnyt (Neu/Ly) és
a szisztémas gyulladés-valasz indexet (Systemic Inflammatory Response Index, SIRI). A vizsgalt csoport 86%-a
nénemd paciensekbdl allt, az atlagéletkor 66.1 £1.1 év volt. A WOMAC score 24.9 +1.3 atlagértéket mutatott.
A neutrofil-limfocita ardny 2.05 +0.17, valamint a C3,C4 is referencia tartomanyon belll helyezkedett el. A C1qg
KIK a vizsgalt osteoarthritises csoportban enyhén meghaladték (19.6+2.7 ugkg/mL) a gyarté altal megadott
referencia tartomany kuszobértékét (<16 pgkg/mL). A betegcsoport C1q KIK szintje szignifikdnsan nagyobb
volt (p=0.0012) a kontroll csoporthoz képest (6.06+0.85 pugEg/mL). A C1q KIK mennyiség nem mutatott szig-
nifikdns 0sszefiggést a WOMAC indexel, illetve a Neu/Ly, SIRI, C3, C4 titerrel sem. Ezzel ellentétben, a WOMAC
és a betegek kora kozott szignifikdns 6sszefliggést talaltunk (r=0.26, p=0.026). A C1q kotd keringd immun-
komplex szint rutin modszerrel kimutathatdan emelkedik térdizileti osteoarthritises betegek esetén. Vizsgalati
csoportunkban nem taldltunk ¢sszefliggést a C1q KIK és a WOMAC score, valamint a C3 és C4 komplement
titer kozott.

Kulcsszavak - osteoarthritis, komplement, C1g-koté keringd immunkomplexek
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Bevezetés

A komplement-rendszert 1890-ben irta le Jules Bordet,
mint a szérum hélabilis tényezdjét. Osszetételét tekintve
tobb, mint 30 szolubilis, illetve sejtfelszinhez kotott fehér-
jébdl allo bioldgiai rendszer, amelynek képvisel6i részben
enzimek, részben szabalyozd faktorok, receptorok és
kofaktorok. Ezen fehérjék sokrétii szerepet gyakorolnak,
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amelyek kozt elsédleges a MAC (membrane attack comp-
lex) litikus komplex képzése, valamint az opszonizacié és
a gyulladaskeltés [1]. A komplement fehérjék a monoci-
ta-makrofag rendszer komplement receptorain keresztiil
szabalyozzdk a keringé immunkomplexek élettartamat
(2,3].

A rendszer aktivaldsa harom mddon torténhet: a klasz-
szikus, az alternativ és a manndz-kété lektin tton keresz-
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tiil. Ezek kozul a klasszikus at aktivalédasa a C1 komplex
kialakulaséval kezd6dik. Az aktivalasi dton szerin-proteaz
tipust enzimek célzott hatast gyakorolnak szubsztratja-
ikra, azokat egy kisebb “a” alegységre, illetve egy nagyobb
méreti “b” alegységre hasitva. A Clq fehérjét az elsé
1épésben megkati egy antigén-koté immunglobulin az Fc
szar specifikus kotéhelyén (immunkomplex formaban),
miutén ez két Cls és két Clr fehérjét toboroz. Igy alakul
ki a 790 kd 6sszesitett molekulatomegti C1q2r2s komplex,
amely a C4 faktort aktivalja, ez pedig a C2 faktorra gyako-
rol litikus hatast. Ezaltal keletkezik a C2a4b fragmentum,
amely a kozponti jelent6ségu, aranylag nagy koncentrdci-
6ban kering6 C3 fehérjét aktivalja (C3 konvertaz). A C3
hasitasakor felszabadul az opszonizal hatasa C3b, amely
egy feltarulo tiol-észter kotésen keresztiil képes fehérjék
és mas vegyiiletek hidroxil-csoportjaihoz rogziilni, illetve
a gyulladast indukald és anafilaktikus hatasu C3a frag-
ment. A C4b2a3b komplex ezutdn a C5 fehérjét hasitja
limitalt proteolizissel, amelybél a C5b a C6, C7, C8 és C9
faktorok multimer komplexét fogja kialakitani [1, 4, 5].
A C5b-C9 komplex a MAC (membrane attack complex)
elnevezést kapta, mivel a célsejt membranjaba furodva
megnyitja azt a bedramld kationok és viz szamara. A
tipikus eredmény ozmotikus destabilizcio, a célsejt az
ozmotikus sokktol elpusztul (1. abra).

Keringd immunkomplexek novekvé mennyiség-
ben szisztémds autoimmun betegségekben mérhetdk.
Ezek antigén-tartalma valtozatos, kiils6, bakterialis és
virus-antigének, pusztuld sejtek komponensei és autoan-
tigének egyarant megjelenhetnek benniik. A komplement
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aktivaciot a klasszikus uton leginkabb az IgM és az IgG3,
valamint az IgG1 antitest-alosztaly képes beinditani. A
kiilonboz6 IgG alosztalyok aktivalo képessége az antigén
feliileteken vald oligomerizacids képességiiktdl figg [6].

Az immunkomplexekhez kapcsolt fragmenteket koté
komplement receptorok szabalyozé szerepe sokoldalu.
A CR2 példaul a follikularis dendritikus sejteken vissza-
tartja az antigéneket és igy a B-limfocitak klonalis szelek-
cidjdban, valamint affinitas-érésében is szerepet jatszik.
Ligandja a C3d degradacids fragmentum, amely a C3b és
az abbdl lehasad6 C3bi inaktiv terméke [7].

Korai adatok bizonyitjak, hogy a komplement rend-
szer aktivalodasa, valamint a keringé immunkomplexek
szintjének emelkedése szisztémdas autoimmun betegsé-
gek, példaul rheumatoid arthritis, szisztémas lupus erit-
hematosus esetén nyilvanval6 [8, 9]. Nem allithaté ez
ilyen egyértelmuien osteoarthritis esetén, melyben csak
az utobbi években meriilt fel a komplement patoldgiai
szerepe [10,11]. Az emberi chondrocytdk konstitutiv
moddon expresszaljak a C1QA, C1QB, C1QC, CIR, CI1S
géneket, amelyek transzkriptumai az osteoarthritisre jel-
lemz6 gyulladaskeltd tényezok, példaul IL-1p és TNF-a
hatésara felszaporodnak. A Clq fehérje a chondrocytak-
hoz kotédve szabalyozd hatast vélt ki: csokkenti a II-es,
fokozza a X-es tipusu kollagén génexpressziojat [12]. Az
aberrans mechanikai terhelés, az alacsony foku iziileti
gyulladas, a porcszovet atépiilése és degradacioja jelleg-
zetes lancszemek az osteoarthritis patogenézisében. A
porcszovet turnoverét, a IT-es tipust kollagén lebomlasat,
valamint a helyi gyulladast jelzé pro-inflammatorikus
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1. abra. A komplement rendszer klasszikus Utja, a C1 komplex, a C3 konvertaz és a MAC keletkezése, valamint az

immunkomplexek eltavolitasa fagocitézissal.
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citokinek egyarant a betegség biomarkereinek szamita-
nak [13]. A szoveti reparacidban a szinovialis makrofagok
szerepe vitathatatlan, a T- és B-limfocitédk szerepe kevéssé
ismert. Porc-alkotdrészek és antigének elleni immung-
lobulinok, immunkomplexek osteoarthritises betegek
porcszovetében, szinovidlis folyadékdban és vérplazma-
jaban egyarant kimutathatéak [14, 15]. Ennek a lokalis
immunvalasznak a jelentdsége osteoarthritisben egyre
inkabb felértékelddik [16], a porcbdl és a szinovidlis tér-
bdl potencialisan kikeriilé és keringésbe jutd antigének
immunkomplex-képzé hajlamardl pedig egyelére nem
sokat tudunk.

A fenti megfontolasokbdl tanulmanyunkban a Clq-
koté keringéd immunkomplexek, az osteoarthritis diag-
nozisa, valamint stddiuma kozti osszefiiggések elemzését
céloztuk. Vizsgalatunkat egy marosvasarhelyi jardbeteg
rendelében megfordult térdiziileti osteoarthritisben
szenvedd beteganyag elsédleges szakorvosi ellatasa alkal-
maval végeztiik.

Anyag és modszer

2.1. A betegcsoport jellemzése

Vizsgalati csoportunkat a betegség kiilonb6z6 stadiuma-
ival jelentkezd 61 térdiziileti osteoarthritises beteg jelen-
tette, akik 2023-24-ben jelentkeztek fizikoterapiai vagy
reumatoldgiai szakvizsgélatra a Procardia marosvasarhe-
lyi jarébeteg rendeljében. A tanulmanyt a 001/2023-as
Etikai engedéllyel jegyeztiik. Kizar6 tényezot jelentettek
a betegek besorolasandl: az akut és kronikus gyulladasos
megbetegedések és fert6zések, kronikus mdjbetegség,
daganatos betegségek és generalizalt, valamint szovetspe-
cifikus autoimmun kdrképek, a diabetes, valamint nem
osteoarthritises jellegti iztileti betegségek.

Minden betegnél meghataroztuk a Western Ontario
and McMaster Universities Arthritis Index-et (WOMACQC)
[17]. A statisztikai analizisben a harom panelbe (fajda-
lom, merevség, funkcionalitds) csoportosithaté kérdé-
sekre adott valaszokat tartalmazo kérddiv Osszesitett
eredményét (maximalisan: 100-as score) hasznaltuk.

2.2. Laboratériumi paraméterek

Meghataroztuk a Clq-kété keringé immunkomple-
xek (ELISA, Diametra, Olaszorszag), a szérum C3, C4
komplement faktor mennyiségét (immunturbidimetria,
C30103 és C40103 kit, Mindray BS480, Shenzhen, Kina),
valamint a teljes vérképet (Mindray BC 5280 hema-
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tologiai automata, Shenzhen, Kina). Ez utobbibdl két
szarmaztatott indexet elemeztiink: a neutrofil-limfocita
aranyt (Neu/Ly) és a szisztémas gyulladas-vélasz indexet
(Systemic Inflammatory Response Index, SIRI). A Clqg-
koté immunkomplexek mennyiségét dsszehasonlitottuk
egy nemekben hasonldé dsszetételt, 17 tagu és ugyan-
azokat a kizaro feltételeket teljesitd nem osteoarthritises
kontrollcsoporttal.

A Cl1q-kotd keringé immunkomplexeket egy kereske-
delmi ELISA kit segitségével mértiik, a gyartd utasitasai
szerint (DKOO016, Diametra, Olaszorszag). Ennek mérési
tartomanya 1-64 pgEq/mL, varidcios koefficiense a gyarto
szerint 4.8%. A mintakat 50-szeres higitdsban, a kalibratoro-
kat és kontrollokat higitas nélkiil, 100 pL térfogatban vittiik
fel a mikrotiter lemezre, majd 30 percig 37°C-on inkubal-
tuk. Ezutan mosépufferrel 3x300pL térfogattal mostuk,
majd konjugatummal fedtiik 30 percig, 37°C-on. A mosdst
megismételve ugyanazon feltételek mellett, a lemezt 100 pL
TMB szubsztratummal fedtiik, majd 15 perc utan a reakciot
ledllitottuk. A reakciot Thunderbolt Virclia (Gold Standard
Diagnostics, Amerikai Egyesiilt Allamok) ELISA automatan
mértiik le, 450 nm hullamhosszon.

2.3. Statisztikai feldolgozds

A statisztikai feldolgozast GraphPad Prism 9.5.1 szoftver-
rel végeztiik. A paros 6sszehasonlitasban non-parametri-
kus Mann-Whitney U tesztet, a korreldcids analizisben
Spearman rang-korrelaciot hasznaltunk. A szignifikancia
kiiszobét a p=0.05 értéknél allapitottuk meg.

Eredmények

3.1. A betegcsoport leiro statisztikai jellemzdi

A vizsgalati csoport 8 férfi és 53 ndbetegbdl allt, az atla-
géletkor 66.1 £1.1 év volt. A betegek tobb, mint 60%-a 5
évnél régebben keriilt nyilvantartasba térdiziileti osteo-
arthritisre jellemz6 tiinetekkel. Az elhizds a csoport
52%-ra volt jellemz6, magas vérnyomas 80.4 %-nal volt
jelen, klinikailag nyilvanvalo ischemids szivbetegséget az
anamnézisben 11.4%-ndl jegyeztiink. A WOMAC score
249 £1.3 atlagértéket mutatott. A neutrofil-limfocita
arany 2.05 +0.17 referencia tartomanyon belill helyez-
kedett el (0.78-3.53) [18]. A SIRI esetében jelenleg még
nincs nemzetkozi szinten hasznalhato referencia érték. A
C3 és C4 komplement fragment szérum koncentracidja
is a referencia tartomanyba illeszkedé normal értékeket
mutatott (1.tablazat).
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1.tablazat. A tanulmanyozott csoport leird statisztikai
jellemzéi

Valtozé Atlagérték + SE/ Esetszam

(szazalék)
Nem (férfi/né) 8(13,1) /53 (86,9)
Kor (év) 66,1 +1,1
Ké)rtérténet (>10 év/>5év/0-5 21 (34,4)/16 (26,2)/24 (39,4)
év

Obezitas (igen/nem) 26 (52)/ 24 (48)

Magas vérnyomas (igen/nem) 49 (80,4)/ 12 (19,6)

Ischemids szivbetegség (igen/ 7 (11,4)/ 54 (88,6)

nem)

WOMAC score 24,9 £1,3
C1q KIK (ugEq/mL) 19,6 £2,7
Neu/Lym 2,05+0,17
SIRI 930 £ 102
C3 (g/L) 1,69 £ 0,33
C4 (g/L) 0,32 0,04

3.2. Clq-kité kering6 immunkomplex vizsgdlat

A Clq fragment-koté keringd immunkomplexek kon-
centracidja egészséges populacioban a gyartd szerint
kisebb, mint 16 pgEq/mL. Az osteoarthritises csoport
KIK értékei ezt enyhén meghaladtak (19.6+2.7 pgEq/
mL). A betegcsoport KIK szintje szignifikdnsan nagyobb
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2. abra. C1g-kotd KIK mennyisége az osteoarthritises
beteg- és a kontrollcsoportban. Az osteoarthritises
betegek KIK koncentracioja szignifikansabban
magasabb (p=0.001), 19 eset mutatott 20 pgEq/mL
feletti titert

volt (p=0.0012), mint a nem osteoarthritises kontrollcso-
port KIK koncentracidja (6.06 +0.85 ugEq/mL) (2. és 3.
abra).

3.3. A WOMAC score dsszefiiggései

A Clqg-kété immunkomplexek mennyisége nem muta-
tott jelentds kiilonbséget a WOMAC score els6 (17.2+4.5
pgEq/mL), masodik (21.3%£5.1 ugEq/mL) és harmadik
(20.7+4.6 ugEq/mlL) tertilisében (3. abra). A WOMAC
pozitiv, szignifikdns korrelaciot mutatott a betegek kora-
val (r=0.28, p=0.026). Nem tapasztaltunk osszefiiggése-
ket a WOMAG, a neutrofil-limfocita arany, a SIRI, a C3,
illetve a C4 szintje kozott (4. abra).

3.4. A Neu/Lym ardny, a SIRI és a WOMAC tertilisek
Osszefiiggései

Megvizsgaltuk a neutrofil/limfocita arany valtozasat a
WOMAC tertilis csoportok dsszehasonlitasaban. Az elsé
tertilisben az értékek magasabbak voltak, mint a méso-
dikban (1.96 + 0.21 vs. 1.70 = 0.17, p=0.31), a legmaga-
sabb ardnyt a harmadik tertilisben mértitk (2.42 + 0.37)
amely viszont nem volt szignifikdnsan kiilonb6z6 a két
el6z6 tertilist6l (p=0.43 és p=0.10). A SIRI hasonlo ten-
denciat mutatott, az elsé tertilisben az értékek magasab-
bak voltak, mint a masodikban (853.6 + 113.8 vs. 699.5 *
105.1, p=0.37), a legmagasabb értékeket a harmadik terti-
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3. abra. C1g-koté KIK koncentraciéja a WOMAC score
tertilisek szerint meghatérozott alcsoportokban. A
harom csoportban nem volt kimutathato jelentds
kiilonbség
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4. abra. A C1g-koté KIK korrelacioi. A négyzetekben a
Spearman-féle korrelacids koefficiens lathatod

lisben taldltuk (1194 + 231.9), amelyek nem kiilonboztek
szignifikansan az el6bbi két csoport értékeitdl (p=0.51 az
elsé, illetve p=0.08 a masodik tertilissel szemben).

Megbeszélés

Bar a komplement rendszer aktivalodasat osteoarthritis-
ben tobb, mint 40 éve vizsgaljak, figyelemre mélto ered-
mények csak az utobbi masfél évtizedben sziilettek. A
komplement klasszikus aktivalodasi utja antigén-antitest
komplex jelenlétében indul be, a C1q fragmentum meg-
kotésével. Az immunglobulinok kéziil az IgM, az IgG1 és
az IgG3 a legerésebb komplement koté tulajdonsaguak,
elébbi az immunvalasz elsé fazisaban reagal és antigénre
kevésbé specifikus, mig az IgG kozvetitett humoralis
valasz késleltetett az izotipus valtas és az affinitas-érés
miatt. Ujabb kutatdsok szerint az IgG oligomer képzd
tulajdonsaga erésen befolyasolja a komplement kotését
[6]. Ugyanakkor a komplement egyes fragmentumai,
mint a C3b és C4b, az iC3b, C3dg, Clq részt vesznek a
keringé immunkomplexek eltavolitasaban, elGsegitve
azok fagocitdzisat a CR1 komplement receptoron keresz-
til. A C2, C3, C4, valamint Clq faktor hidny emiatt gyak-
ran sz6védik immunkomplex-medidlt és autoimmun
betegségekkel [1]. Klasszikusan magas keringé immun-
komplex titert, valamint C1q-koté komplex mennyiséget
eddig leginkabb az autoimmun eredet iziileti korképek-
ben irtak le [5,8,9], osteoarthritisben ezek jelentésége
elhanyagolhaténak tint.
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Kemper és munkatarsai figyelték meg, hogy a C5 gén
expresszidja a szinovialis érintettséggel, valamint a beteg-
ség stadiumaival is Gsszefiigg, kezdeti stadiumban maga-
sabb szintet mutat, mint elérehaladott eseteknél [19].
Néhany tjabb adat titkrében ugy tlnik, hogy a komple-
ment rendszer lokalis aktivacidja az osteoarthritis prog-
resszidjaban és korismézésében, biomarker csoportként
is figyelemre mélto lehet. Holers és munkatarsai osteo-
arthritises, elsé keresztszalag rekonstrukciéo (ACLT),
sériilt meniszkusz korong eltdvolitds alkalmaval nyert,
illetve nem osteoarthritises kontroll synovialis mintak
komplement fehérje expresszidjat vizsgalva azt talaltak,
hogy az els6 két csoportban C4d+, CFH+, CFHR4+ és
C5b-9+ synovidlis sejtek jelentésen nagyobb szdmban
mutathatok ki [20]. Assirelli és munkatdrsai 43 osteoart-
hritises beteg arthroplasztika alkalmaval kinyert porc- és
synovialis sejtjeiben elemezték a C3, C4 és a B-faktor exp-
ressziojat, valamint az IL-1B-val kezelt sejtkultdra feliila-
szobol a terminalis MAC komplex koncentracidjat. A C3
koncentracié magasabb volt, mint a C4, mig a serkentett
chondrocytdk elsésorban az alternativ aktivéldsi utban
szereplé B faktort termelték, amelynek expresszidja az
IL-1p serkentésre erésen novekedett, szemben a stagnalo
C3 és C4 faktorral. Sejtkultdrdban nem sikertilt kimutatni
a terminalis litikus komplex szintézisét [11].

A porcszovet degradacidjakor felszabaduld, biomar-
kerként is hasznalatos [13] cartilage oligomeric matrix
protein (COMP) fehérje kozvetleniil kotédik a komple-
ment C3b és C9 fragmentumaihoz, ezaltal az alternativ
uton aktivalja ezeket. Az autoimmun etioldgiaju rheu-
matoid arthritisben kimutattak ennek az aktivalasnak a
jelenlétét. Osteoarthritisben ez viszont nem igazolodott,
s6t, megfigyelték, hogy a COMP gatolja a Clq fehérje
kotédését antigén-antitest komplexekhez, és ezaltal a
klasszikus ut aktivalodasat is felfiiggeszti [21].

Wang és munkatdrsai mechanikai destabilizdciénak
kitett harom kiilonb6z6 egérmodellben kimutattak, hogy
a C5, C6 és CD59a kiiitése csokkenti a gyulladas-media-
torok és degradativ enzimek kifejez6dését, meggatolva az
osteoarthritis kialakulasat. Emberben a terminalis litikus
komplex és a fontos bontd kotoszoveti effektor, az MMP-
13 ko-lokalizalodik a chondrocytak koril [22]. Egyes
gyulladasos citokineket (IL-1B, IL-6, IL-17), a II-es tipust
kollagén bomlastermékeit, a porcszovet turnoverét jelzd
molekulakat, illetve a C3 faktor C3f bomlastermékét az
osteoarthritis 1j diagnosztikai, prognosztikai és stadia-
lizalasi biomarkereinek javasoltdk. Ezek koziil egyel6re
csak néhany kollagén bomlastermék teszt rendelkezik
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megfelel6 érzékenységgel, specificitassal, illetve klinikai
validdlassal [13, 23]. Korldtozott szdimu osteoarthritises
betegcsoporton kimutattdk a keringé C3 koncentrici-
6janak emelkedését [24]. IL-1P-val serkentett human
chondrocyta tenyészetben azt figyelték meg, hogy a C3
faktor erételjes termelGdése a signal transducer and acti-
vator of transcription 1 (STAT1) jelz6 molekula serkenté-
sére torténik, és hogy a fludarabin, egy STAT1 inhibitor
allatmodellben a C3 tulkifejez6dését csokkenti [25].
Eredményeink szerint a C1q aktivalé keringé immun-
komplexek emelkednek térdiziileti osteoarthritisben. A
nem osteoarthritises kontrollcsoportnal a gyarto altal
megadott referencia értékekhez viszonyitott emelkedett
szint nem volt tapasztalhat6. Ugyanakkor a C1q aktival6
keringé immunkomplexek mennyisége nem mutatott
Osszefliggést a globalis WOMAC score-al, sem a C3,
illetve a C4 komplement faktor szérum szintjével. A
WOMAC score-al nem mutattak osszefliggést az abszo-
lat neutrofil, limfocita és monocita szdambdl szarmazta-
tott gyulladds-paraméterek, a neutrofil/limfocita arany és
a szisztémas gyulladds-valasz index sem. Tovabba, nem
volt kimutathat6 korrelacié a Clq KIK és a sejtes gyul-
ladas indexek (neutrofil-limfocita ardny és SIRI) kozt,
valamint az utébbiak és a globalis WOMAC score kozott.
Megfigyelésiink szerint a Clq-koté keringé immun-
komplexek diagnosztikai markerként hasznalhatoak,
mennyiségiik azonban nincsen Osszefiiggésben a beteg-
ség stadiumaval. Tanulmanyunkban limital6 tényezé az
alacsony esetszam, ezért a talalt osszefiiggéseket megerd-
sitéséhez tovabbi, prospektiv tanulmanyok sziikségesek.

Kovetkeztetés

Tanulmanyunk soran 61 térdiziileti osteoarthritisben
szenvedd beteg adatait dolgoztuk fel. Egyéb etioldgidju
iziileti érintettségek kizard tényezéként szerepeltek. Az
osteoarthritis nem csupan egy mechanikus megbetege-
dés, szamos tanulmany bizonyitja az alacsony fokua gyul-
ladasos, illetve immun-medidlt mechanizmusok szerepét
a betegség patomechanizmuséaban illetve progresszio-
jaban. A komplement rendszer az Gjabb adatok szerint

fontos bioldgiai szabalyozd tényezé a szinovium-chond-
rocyta-csont funkciondlis egység homeosztazisanak
fenntartasaban. Vizsgalatunk soran a térdiziileti osteo-
arthritises betegek szérumdabdl mért Clq koté keringd
immunkomplexek szignifikinsan nagyobb mennyiséget
mutattak el6 a kontroll csoporthoz képest. A betegség
el6rehaladottsagi fokat mutaté funkcionalitasi score, a
WOMAC és a Clq-kété immunkomplexek mennyisége
kozt viszont nem talaltunk 6sszefiiggést. Nem volt kimu-
tathato Osszefiiggés a WOMAC és a sejtszam alapu gyul-
ladas-indexek (SIRI, Neu/Ly) kozt sem.

A komplement rendszer komplexitdsa és annak
tovabbi szignalizacids rendszerekkel valo kapcsolata a
jovében szamos kutatas targyat képezheti. Jelenleg az
eldrehaladott osteoarthritis kezelése, komplex, nagy
mutétet igényld artroplasztikat jelent. Hossza tavon az
osteoarthritis lefolyasanak modosulasa, a kezdeti fazis-
tol (DMOAD- disease modifying osteoarthritis drugs),
jelenti a kutatasok célkitizését. Emiatt az osteoarthri-
tis-kutatdsban fontos célkitlizés a patogenitassal Ossze-
fuggs diagnosztikai, osztalyozasi és prognosztikai bio-
markerek azonositasa.

Roviditések jegyzéke

KIK - kering6é immunkomplexek

COMP - cartilage oligomeric matrix protein
CR - complement receptor

Clq -komplement 1q faktor

C3, C4 - complement faktor 3 és 4

ELISA - enyzme linked immunosorbent assay
IL - interleukin

MAC - membrane attack complex

SIRI - szisztémas gyulladas-valasz index
TNFa - tumor necrosis factor alpha
WOMAC - Western Ontario and McMaster Universities
Arthritis Index

Irodalom

(ldsd az angol nyelvii cikk végén)
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