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1. Az intracellularis FXI11-A szerepe a makrofagok génexpressziojaban

Korabbi kutatisaink sordn a szakirodalomban elséként igazoltuk, hogy a véralvadas
Xlll-as faktoranak a alegysége (FXIII-A) az alternativan aktivalt makrofagok markerének
tekinthetd, azaz olyan makrofagokban fejezddik csak ki, melyek nem a klasszikus
értelemben vett, korokozokkal (mint pl. a Mycobacterium tuberculosis) szembeni
védekezésre aktivalodnak, hanem a szoveti kornyezet atrendezédésének (mely jellemz6 a
sebgybdgyulésra, szamos nem infektiv eredetli reaktiv bérgyogyaszati korképre vagy a
tumorszovet atépiilésére) hatasara (Torécsik D, Bardos H, Nagy L, Adany R.: Cell Mol
Life Sci., 62:2132-2139, 2005). Mig a klasszikus aktivacio indukalasaban az interferon
gamma, addig az alternativ aktivacioban az interleukin 4 (IL4) citokin t6lt be
kulcsszerepet.

A kutatédsi terv megvalositdsanak elsd 1épéseként arra kerestiik a valaszt, hogy a
FXII-A, melyrél korabban azt is Kkimutattuk, hogy jellegzetes mintazattal képes
akkumulalédni a sejtmagban is (Adany R, Bardos H, Antal M, Médis L, Sarvary A, Sziics
S, Balogh I.: Thromb Haemost., 85:845-851, 2001) milyen szerepet t6lt be a makrofagok
alternativ aktivaciojaban. Feltételezve, hogy a FXIII-A sejtmagon beliili megjelenése
Osszefliggésben lehet a makrofagok gén expresszidjanak szabalyozasaval, kisérleti
rendszeriinkben 6sszehasonlitottuk az 114 jelenlétében differencidltatott normal és FXIII-
A deficiens humén monocitdk/makrofagok gén expresszids profiljat. Az IL4 jelenlétében
48 oran at tenyésztett normal és FXIII-A deficiens sejtek gén expresszios profiljanak
microarray Osszehasonlitd analizise sordn a vizsgalt 24.398 gén-szekvencia koziil a
deficiens sejtek esetében 1.017, mig a normal sejtek esetében 596 szekvencia expresszidja
volt IL4-szenzitiv, melyek kozil 307 a normal és a deficiens sejtekben azonosnak

bizonyult. A Cytoscape/BiNGO ¢és Ingenuity Pathways Analysis programokkal elvégzett



"functional clustering" analizis szerint a domindns génexpresszids eltérések az
immunregulacidban és a sebgyodgyulasban involvalt géncsoportokban voltak észlelhetok
(1). Az eredmények jo 0sszhangban vannak a FXIII-A deficiens betegek esetében észlelt
klinikai eltérésekkel, s alapul szolgalnak a FXIII-A intracellularis szerepének

értelmezéséhez is.

2.. A FXIII-A immunhisztokémiai detektalasanak diagnosztikai alkalmazasa a

makrofagok és dendritikus sejtek elkiilonitéséhez

A daganatos szoveti kornyezetben jelenlevé immunsejtek karakterizalasa soran és a
gyulladasos borgyogyaszati betegségek szovettani diagnosztikajaban komoly nehézséget
jelent a makrofagok és a dendritikus sejtek elkiilonitése, melynek esetenként igen jelentds
diagnosztikai és terapias Konzekvencidja van. Tovabbi munkank soran arra kerestiik a
valaszt, hogy a FXIII-A immunhisztokémiai detektilasa segithet-e ezen morfologiailag
hasonld, azonban funkcidjukban jelentdsen eltéré sejtek megkiilonboztetésében.
Vizsgalatainkat ennek megfelelden kiterjesztettiik egyrészt kiilonb6zé bdrbetegségek
makrofag populaciodinak karakterizalasara, valamint japan kollaboracios partnereinkkel
egylittmitkodésben a tumor asszocialt makrofagok (TAM) dendritikus sejt iranyba vald
differencialédasa soran bekovetkezé markersajatsagainak elemzésére (2).

Eredmények egyrészt arra utalnak, hogy a FXIII-A kimutatisa a borgyogyaszati
diagnosztikdban ¢és a TAM karakterizalas, ill. a tumor progresszid jellemzése
szempontjabol is értékesithetd marker-reakcid lehet.

A blrgyodgyaszati diagnosztikai hasznositds jellemzéséhez olyan korképeket
valasztottunk melyek k6zds jellemzdje, hogy jelentds szdmu makrofag és dendritikus sejt
akkumulécioval jar6 gyulladasos borgydgyaszati megbetegedések, melyek semmiféle
infekcidval vagy malignitassal nem hozhatoak Gsszefiiggésbe; ezek a granuloma annulare
(GA), a necrobiosis lipoidica (NL) valamint a jelentés zsirfelhalmozddast mutatd
szemhéji xanthelasma. Ezen betegségek szOvettani mintdiban kettés jelzésl
immunhisztokémiai rendszerekben vizsgaltuk a Langrehans sejt specifikus CD1la, a

dendritikus sejtekre jellemz6 CD11c, a monocita/marofag sejtvonalra jellemz6 CD14, a



dontéen makrofagokra specifikus CD68, a jelenleg legelfogadottabb makrofag marker
CD163, valamint a makrofagok egy csoportjan és a dendritikus sejteken egyarant
megjelend mannose receptor (CD206) és DC-SIGN (CD209) fehérjék kifejezodését a
FXII-A expresszidval 0sszefliggésben. Vizsgalataink soran megallapitottuk, hogy a GA
¢s NL betegségekben a CD163+ makrofagokat FXIII-A pozitivitas jellemzi
(CD163+/FXII1-A+) szemben a xanthelasma FXIII-A negativ (CD163+/FXIII-A-)
makrofagjaival, utalva arra, hogy ezen utobbi fenotipus a fokozott zsirnyagcserével
hozhato Gsszefliggésbe. Tovabbi jelentds kiilonbség, hogy GA ¢és NL esetében a CD163+
¢s CDl1lc+ sejtek teljesen elkiiloniilé populaciokat alkottak: mig a szovet nekrotikus
részeiben kizarolagosan a CD1lc+ sejtek halmozodnak fel, addig a CD163+ sejtek
koréjiik csoportosulva és a szovet egyeb struktarait infiltralva figyelhetoek meg (3, 4).
CD11lc és a FXII-A cellularis ko-lokalizadcidgja a GA ¢és NL mintakban kizardlag a
(kiilonb6z6 nagysagrendi erek kornyezetében) perivaszkularis lokalizacioju makrofagok
esetében volt megfigyelhetd. E sajatos marker-mintdzattal jellemezheté sejtpopulacio
karakterizalasa soran technikai-metodikai nehézségekkel szembesiiltink, melyek
megoldasara csak a kozelmultban nyilt lehetéség — a karakterizalds rovid idon beliil
befejezddik. A FXIII-A és az alternativ makrofag aktivaciot jelz6 egyéb markerfehérjék,
mint a CD206 és CD209 szimultan expresszidja a dontden szoveti atépiiléssel jaro
granulomat6zus bdrbetegségek CD163+ sejteiben tovabbi bizonyiték arra, hogy az ezen
korképekben felhalmozodd makrofagok alternative aktivalt allapotban vannak. A
publikacio a dermatohisztopatologia teriiletén hianypotlonak tekinthetd, hiszen a FXIII-
A-t szamos borbetegség diagnosztikajaban és hasznaljak makrofagok - és szamos esetben
helyteleniil, amire a kdzleményiinkben is felhivtuk a figyelmet, a dendritikus sejtek -
diagnosztikai markereként, anélkiil, hogy kifejezddésének okat, illetve annak funkcionalis
jelentdségét ismernék. Eddigi munkank alapjan egyértelmiien kijelenthetd, hogy a FXIII-
A expresszidja nem betegség-specifikus, hanem az alternativan aktivalodott makrofagok
markere, melynek koexpresszidja egyéb makrofag markerekkel a szoveti kornyezet
sajatossagaival mutat Osszefiiggést. A kozlemény anyaga ugyanakkor nem csak a
makrofagok ¢és dendritikus sejtek immunhisztomémiai elkiilonitéséhez ad biztos
iranymutatast, hanem a vizsgalt betegségek patogenezisére vonatkozoan is jelentds, 1j

informaciokat szolgaltat. Ezen kozlemény alapjan felvetddik tovabba annak



sziikkségessége IS, hogy a GA és NL-t, mint a ,tankdnyvi” példait a makrofag-
akkumulacioval jar6é borbetegségeknek, a dendritikus sejtek iranyabol is megkozelitsiik,
uj patologiai és esetleges terapias célpontokat keresve. A kézlemény elismeré nemzetkozi
fogadtatasat jelzi hogy szamos felkérést kaptunk ecldadas tartasara, mint a Keystone
symposia keretei kozott megrendezésre keriild ,,Granulomas in Infectious and Non-

Infectious Diseases” (http://www.keystonesymposia.org/15J4) vagy a négyévente

megrendezésre kertilé ,,23rd World Congress of Dermatology” (2015 janius 8-13,
Vancouver, Canada) — ,,Granulomatous Disorders (non-infectious) — from Sarcoidosis to

IGD” szekcidjaba (a program még nem elérhetd).

3. A zsiranyagcsere és a FXI11-A expresszioja kozotti kapcsolat vizsgalata

A FXIII-A immunhisztokémiai kimutatasara ¢€piilé szovettani elemzéseinket
kiterjesztettilk aknés mintak immunhisztokémiai vizsgalatara, s Kimutattuk, hogy mig a
faggyumirigyek kornyezetében elhelyezkedd makrofagok az alternativ aktivacio
markereivel (CD163+/CD206+/CD209+/FXIII-A+) jellemezhetok, addig a folliculus
gyulladt struktirajat infiltralé makrofagok a klasszikus aktivaciora jeleit (CD163+/FXIII-
A-) mutatjak. A faggyusejtek koriili makrofag akkumulacié értelmezéséhez in vitro
kisérletekkel bizonyitottuk, hogy az aktivacios stimulus generalasaban maguk a
faggyusejtek is szereppel birhatnak, és képesek az exogen aktivacios stimulusok hatasat is
befolyasolni. Kozlésre eldkészitett tanulmanyban bemutatjuk, hogy mig a faggyusejtek
altal termelt fehérjék, mint az CXCL-8 és IL-6, elsdsorban a makrofagok ,,vonzasaban” és
aktivalasdban jatszhatnak szerepet, addig a zsirok a makrofagok alternativ
polarizacidjahoz vezethetnek. A faggyusejtek altal termelt citokinek profiljanak
meghatarozasan kiviil az alternativ polarizacié tovabbi bizonyitéka, a mar korabban
bemutatott CD206 és CD209, valamint a FXIII-A expresszidjanak a novekedése volt (5).
A vizsgéalatok koncepciondlis jelentdséggel birdé eredménye, hogy a FXIII-A
emelkedésében a faggyusejtek altal termelt zsirok és nem az IL-4 szerepe feltételezhetd
(fehérjeszintii méréseink alapjan a faggytsejtek nem termeltek 1L4-et, tovabba a zsirok
szelektiv depletalasaval az alterativ aktivacié befolyasolhaté volt). E ténynek komoly

terapias vonzata lehet, hisz szamos gyulladascsokkentd zsirtermészetli topikalis kezelés


http://www.keystonesymposia.org/15J4

ismert a borgyogyaszatban, amelyeknek a makrofagokra gyakorolt hatasa ezidaig nem

keriilt vizsgalatra).

4. A melanoma tumor asszocialt makrofagjainak FXIII-A expresszioja

Normal borbdl, naevusokbdl €s melanoma mintdkbol (6 normal bor, 6 naevus, 23 nem
metasztatizald és 23 metasztazist adé primer melanoma) késziilt szoveti array-ken a
FXI-A+ makrofagok denzitasanak és a malignitds mértékének Osszevetésével
megallapitottuk, hogy a joindulata festékes anyajegyek kornyezetében a normal bérre
jellemzohoz képest a FXIIIA+/CD163+ makrofagok kismértékil, mig a metasztazist nem
ado, tobbnyire vékony melanomdk (Breslow vastagsag < 1,5 mm) koriil a peritumoralis
stromdban a makrofagok és dendritikus sejtek erdteljes akkumulacidja tapasztalhatd. A
tumor vastagsdg és a metasztazis képzés gyakorisdgdnak novekedeésével egyiitt jarod
angiogenezis kovetkeztében a melanomaba benovd érhaldzatokkal Gsszefiiggésben
elsésorban FXIIIA+/CD163+ pozitiv makrofagok jelenléte észlelhetd, de CD1lc+ (azaz
dendritikus) sejtek is kimutathatok. Ezen eredmények arra utalnak, hogy a
FXIITA+/CD163+ makrofagok a tumor angiogenesisben, s igy a tumor progresszidoban és
metasztazis képzésben valosziniileg fontos szerepet jatszanak. Ezen vizsgalatok jol
egészitik ki a kozelmultban komplettalt, a melanoma progresszié genetikai hatterének

tisztazasat célzd részben a projekt keretében (6) megvalosult vizsgalatokat (7-13).
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