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Roviditések jegyzéke

Ala
ALAT
ALP
ASAT
ASM
Asp
AU/mI
bp

Ca

Cl

Cl

CM
CN
CSF
CT
DNS
EDTA

ELISA

EPO

EtBr

alanin

alanin aminotranszferaz

alkalikus foszfataz

aszpartat aminotranszferaz

agressziv szisztémas masztocitozis
aszparaginsav

Acrbitrary Units/ mi

bazispar

kalcium

konfidencia intervallum

Klor

kutdn masztocitdzis (cutan mastocytosis)
karbamid, urea

koldnia stimulalo faktor (colony stimulating factor)
computer tomography
dezoxi-ribo-nukleinsav
etilén-diamin-tetra-acetat

enzimmel kotott immunszorbens modszer

immunosorbent assay)
eritropoetin

etilén-bromid

(enzyme-linked



fT3

fT4
G-CSF
GGT
Gly
GM-CSF
HANO
HCT

HE

H-R1

H-R2

IL-1
IL-10
IL-13

IL-14
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szabad trijod-tironin

szabad tiroxin

granulocita koléniastimulalé faktor
gamma glutamil transzferaz
glicin

granulocita-makrofag koloniastimulal6 faktor
herediter angioneurotikus 6déma
hematokrit

hematoxilin-eozin

hisztamin receptor-1

hisztamin receptor-1
immunglobulin
immunglobulin-A
immunglobulin-E
immunglobulin-E-receptor
immonglobulin-G
immunglobulin-M

interleukin

interleukin-1

interleukin-10

interleukin-13

interleukin-14
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IL-3 interleukin-3

IL-4 interleukin-4

IL-6 interleukin-6

IL-6R interleukin-6-receptor

IL-8 interleukin-8

IL-9 interleukin-9

INH inhibitor

ISM indolens szisztémas masztocitozis

K kalium

KIT Ossejt faktor (SCF) receptora

LT leukotrién

Lys lizin

MAC litikus komplex, membrén attack molekula
MAT masztocita aktivacios tlinet egydttes

MC masztocita, hizosejt

MCH egy vorosvértestre szamitott hemoglobin mennyiség
MCHC vorosvérsejtek atlagos hemoglobinkoncentracioja
MCL masztocita leukémia

MCV vorosvértestek atlagos térfogata

MCS masztocita szarkdma

Mg magnézium

miU Milli-international units per liter
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MM mieloma multiplex

Na natrium

OR Odds racio

PCR polimeraz lancreakcid

PG prosztaglandin

PLT trombocita

RBC vorosveértest

RI receptor inhibitor

rmp egy percre esO fordulatok szama (centrifuga)
RT-PCR val6s idejli polimeraz lancreakcio

SAP szérum alkalikus foszfataz

SCF Ossejt faktor

SDS natrium (sodium) dodecil szulfat

SE Semmelweis Egyetem

se szérum

SGOT szérum glutamin oxalacetat transzaminaz
SGPT szérum glutamin piruvat transzaminaz
SLE szisztémas lupus eritematdzusz

SM szisztémas masztocitozis

SM-AHNMD szisztémas masztocitozis- nem hizosejtekhez kotédé hematologiai

megbetegedésekkel tarsulva

SNP egypontu nukleotid polimorfizmus



SPSS

SSM

Tc

TK

TNF

TNF-a

TPO

TSH

UH

UP

uv

V/im

Val

w/v%

WBC

WHO
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Statistical Package for the Social Sciences
szmoldering szisztémas masztocitozis
technécium

tirozin kinaz

tumor nekrozis faktor

tumor nekrdzis faktor-a
trombopoetin

tiroida stimulalé hormon

ultrahang

urtikéaria pigmentdza

ultraviola

volt / méter

valin

tomeg / térfogat (weight/volume) %
fehérvérsejt

Egészséglgyi Vilagszervezet
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1. Bevezetés

A népesség jelentés részét érintd patologias allapotok, mint a sziv-, €S
érrendszeri megbetegedések, az autdimmun folyamatok, a malignus betegségek
kialakuldsadban polietiologiai eredet valdszinii, azaz a kornyezeti tényezok a megfeleld
genetikai hajlam esetében alakitjak ki a manifeszt korképet. A molekularis genetikai
szemlelet altalanos térhoditdsa a napi  klinikai  gyakorlat szdmara is U
vizsgaldomodszereket tesz rutinszeriien elérhetévé, melyek alapvetdé valtozasokat
idéznek ¢el6 a medicindban, a betegségek diagnosztikdjanak, a célzott terdpia

megvalasztasanak terén.

Az egyes emberek génallomanyukban 1évé variabilis szakaszok alapjan
kilonboznek egymastol. A populécioban 1 %-nal ritkabb gyakorisaggal el6forduld
szekvencia véltozatokat polimorfizmusnak nevezzilk, melyek esetében az emberekben

egy adott tulajdonsag kialakulasanak valosziniisége tér el egymastol.

A ritka Dbetegségek bizonyos polimorfizmusok szempontjabol torténd
tanulmanyozésa kozelebb vihet a betegségre valo hajlam megismeréséhez, segit annak
tisztazasahoz, mi az egészség megdrzésének feltétele egy genetikai hajlam ismeretében,
illetve mi lehet a kezelés mddja, ha mar a betegség kialakult. llyen ritka megbetegedés a

masztocitdzis, melyre a hizdsejtek proliferacioja a jellemzo.

A hizdsejtek érésében ¢és differencialdddsaban szamos humoralis tényez0 jatszik
szerepet, melyek kozul doktori munkam soran az IL-6 és a receptora (IL-6R) genetikai
allomanyaban kimutathatd egypontl nukleotid polimorfizmusokat (SNP) illetve a
komplement rendszer egyes elemeit tanulmanyoztam, ez utdbbiakat a beteg elsé

jelentkezésekor levett vérmintaban, illetve szekvencialisan, a korlefolyas soran.

-10 -
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2. Irodalmi attekintés

2. 1. Masztocitézis

A masztocitdézis a funkciojukan megvaltozott hizosejtek (mast cells,

masztocitak, MC) felszaporodasa kovetkeztében kialakulo ritka megbetegedés.

2. 1. 1. Patofizioldgia

A hizosejtek természetes koriilmények kozott a kotészovet allomanyaban
talalhato, szabalytalan, esetenként kerek, néha ovalis alaku sejtek, nagy kerek maggal.
Az érett sejtek térfogatanak jelentOs részét szemcsés granulumok toltik ki, melyekben
biologiailag aktiv anyagok taldlhatéak. A tarolt anyagok kozll hisztamin, hisztamin
felszabadulasaért felelds faktor, heparin, B-triptdz, leukotrién B4, prosztaglandinok,
citokinek, metakromaziasan festddé proteoglikdnok a legjellemzébbek, melyek
degranulécié soran felszabadulva és a szovetek kdzé aramolva lokalis, vagy szisztémas
hatéast valtanak ki. E folyamat eredményeképpen a betegségre igen jellegzetes klinikai
kép alakul ki, melyrdl részleteiben a tlinetek targyaldsanal beszéliink.

A hizosejtek fizioldgias korilmények kozott szamtalan folyamatban vesznek
részt. Szerepet jatszanak a szOveti véraramlasban, vérnyomas optimalis szinten
tartdsdban, a vazodilatacié kialakitdsdban, a nyakszekréciéban, a simaizom
0sszeh(z6das  szabalyozdsdban, a normal bélmotilitds  fenntartasaban, a
sebgyogyulasban, az allergias és gyulladasos reakciok létrenhozasaban, a parazitak elleni
védekezésben, valamint a velesziletett és a specifikus immunvélasz kivaltasaban
(Nordlind és mtsai 2006).

A hizosejtek a CD 34+ multipotens hemopoetikus 6ssejtb6l (stem  cell)
szarmaznak, differencialodasuk, érésiik kiilonboz6 citokin hatasok ereddjeként torténik.
A ko6z0s, multipotens hemopoetikus 0Ossejtbdl a differencialodas tjara 1épd sejtek
mieloid, vagy limfoid el6alakokka valnak. Jelenlegi tudasunk szerint a hizosejtek, a
megakariocitakkal, eritrocitdkkal és mieloblasztokkal egyutt a mieloid sejtvonalhoz
tartoznak (Hutchinson 1992).

A hizosejtek novekedésében és aktivaldédasaban az Un. Ossejt faktornak (stem

cell factor, SCF) és az azt koté tirozin kindz (TK) receptornak, a c-KIT-nek

-11 -
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tulajdonitunk donto jelentséget. A KIT ligand, azaz a SCF kotédése révén a receptor
dimerizalodik, ezaltal aktival egy belsé TK utvonalat, mely a receptor foszforilacidjat
idézi el6. E szignal transzdukcio elengedhetetlen a CD34+ és CD117+ masztocita
alakuldsdhoz (Valent és mtsai 2005).

A CD34-, CD117+ prekurzorok a periférias vérben is megtalélhatoak, szamuk
aramlasi citomertia segitségével meghatarozhatd. Masztocitézisban szenvedd betegek
esetében e prekurzorok nagyobb szdmban vannak jelen a periférian, mint egészséges
kontrollok korében. A ndvekedés mértéke a betegség sulyossagaval korrelal, a terapias
valasz monitorozaséra hasznalhat6 (Georgin-Lavialle és mtsai 2011).

A masztocitdzis kialakulasa jelenlegi tudasunk szerint, a SCF / KIT szabalyozo
mechanizmusanak genetikai hibajara vezethet6 vissza (Tan és mtsai 2006). A receptor
généallomanyaban bekdvetkezett Asp8l6Val (D816V) kodon mutécié hatdsara az A-
hurok juxtamembran régiojaban szerkezeti valtozés alakul ki. E szerkezeti mddosulas
kovetkeztében a TK dimerizacio ligand bekotédés nélkiil is megtorténik, azaz ligand
independens KIT aktivalddast okozva korlatlan hizdsejt szaporodas és aktivacio
kovetkezik be (Laine és mtsai 2011).

A D816V kodon mutécio jelenlétét igazoltak szisztémas masztocitdzishan
felndtteknél és gyermekeknél egyarant, felndtt korban jelentkez6 urtikaria pigmentoza
(UP), illetve germinalis sejtekb6l kiinduld tumorok, vagy akut leukémia eseteiben
(Schumacher és mtsai 2008, Laine és mtsai 2011). Masztocitdézis megbetegedés
kiilonboz6 alcsoportjaiban egyéb mutaciokat is kimutattak: Gly560Val kodon mutéciot
hizdsejtes leukémidban (Furitsu és mtsai 1993), Gly839Lys mutéciét gyermekkori UP
esetében (Castells 2004).

A masztocitozis betegséggel ¢lok korében a D816V mutacidé nem minden
esetben igazolhatdo. Az irodalmi adatok alapjan a szisztémds masztocitdzissal ¢élo
felnéttek 80-90%-ban (Schumacher és mtsai 2008), gyermekkorban 44%-ban mutacio
pozitivak (Bodemer és és mtsai 2010).

Aramlési citometria vizsgalattal minéségi CD expresszio igazolhatd a koros
hizosejtek felszinén. Az egeszséges és eérett hizosejtek CD117+, CD2-, CD25, a
klonalisan felszaporodottak CD117+, CD2+, CD25+ tulajdonsaguak.

-12 -
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2.1. 2. Epidemioldgia

A betegség incidencidjara és prevalencidjara vonatkozo adatok nem tekinthetok
mérvadonak a megfelelé nemzeti regiszterek hidnyaban. Annyi azonban biztosan
allithato, hogy a ritka betegségek kozé tartozik. Az Amerikai Egyesiilt Allamokban az
Osszlakossag korében kevesebb, mint 200 000 betegrél tudnak, ezért az un. ,arva”
betegségek (orphan disease) kdzé soroljak (www.rightdiagnosis.com). Eurépaban az
évente jelentkez6 0j esetek szamat 5-10 /1 millio lakosban hatarozta meg az European
Competence Network on Mastocytosis (ECNM), és a 2013. évi dsszejovetellkdn
kezdeményezték egy eurdpai regiszter létrehozasat.

2. 1. 3. Klasszifikacio

A masztocitdzis a hizosejtek kiilonboz6 szervekben torténé koros mértéki
felszaporodasaval jar egyiitt, mely alapjan a kiilonb6z6 eseteket megfelelé csoportokban
rendezhetjik. A betegség klasszifikacioja elsé sorban szovettani vizsgalaton alapul,
valamint a Kklinikai és laboratériumi tinetek, tovabbd a progresszié (teme szerint
torténik. Alapvetden két nagyobb alcsoport hozhato 1étre: 1/ ha a kéros hizdsejtek
szdveti felszaporodasa a bérre lokalizalodik, akkor kutan és 2/ ha a szdvettani vizsgalat
soran egyéb szervekbdl is (csontveld, maj, gasztrointesztinalis rendszer, nyirokcsomok)
kimutathatdak, akkor szisztémas formardl beszéltnk.

A borérintettséggel jard kutdn masztocitdzis (cutan mastocytosis, CM) betegség
a koOvetkez6 alcsoportokra oszthatd: urtikaria pigmentdza, makulopapular kutan
masztocitdzis, diffuz eritrodermalis kutan masztocitdzis, telangiektazia makularis
eruptiva, kutdn masztocitoma (Valent és mtsai 2004).

A kutan formdk altalaban gyermekkorban gyakrabban fordulnak eld, a felndttek
korében inkabb a szisztémas forma a gyakoribb (Duckworth és mtsai 2009). A kutan
masztocitozis felnétt és gyermekkorban mind a progndzis, mind a gyodgyulasi hajlam
szempontjabol eltér, a gyermekkori forma terdpidra kedvezdbben reagal, gyakran
spontan remissziod is el6fordul (Briley és mtsai 2008). A difflz eritrodermalis kutan
masztocitdzis csoportba tartozd betegek koziil keriilnek ki a legnehezebben kezelhetd

esetek: az altalaban jo progndzist gyermekkori kutan formak kozott is talalunk terapia
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rezisztens, egész testen kialakulo, stlyos elvaltozést (Ghiasi és mtsai 2011). Felnbttek
korében a kutan formak jellemz6en kronikussa valnak, malignus transzformacio ritkan
figyelheté meg (Patrizi és mtsai 2011).

A kutan masztocitézisban szenvedd betegek kovetésére tobb pontrendszert
alkalmaznak, melyek kozil legelterjedtebb a SCROMA index hasznalata (Heide és
mtsai 2001).

A béron kiviil egyéb szoveti érintettséggel jard szisztémas masztocitozis (SM)
betegségen belul alabbi alcsoportokat kilénitink el: indolens szisztémas masztocitozis,
agressziv szisztémas masztocitozis, szmoldering (vagy lappangd) masztocitézis,
klonalis hematolégiai — nem masztocitds — betegséggel tarsulé szisztémas
masztocitdzis, hizosejtes szarkéma (tarsuld eozinofiliaval vagy nélkil), hizdsejtes
leukémia, és extrakutan masztocitozis (Valent és mtsai 2004).

Az izolalt blrérintettségen tul, csak limitalt kiterjedésti esetek indolens
lefolydssal pérosulnak (indolens szisztémas masztocitozis, ISM), csak ritkan
transzformalddnak agressziv korformakba. Az agressziv szisztémas masztocitozis
(ASM) a neoplasztikus sejtek progressziv novekedésével, és kiilonboz6 szervekben
torténd felhalmozddasaval, kovetkezményes organopatiaval, funkciozavarral jar. A
szmoldering, méas szdéval lappangd szisztémas masztocitdzis (SSM) is progressziv
folyamat, ASM-tdl elkiiloniteni a kés6bb részletezésre keriilé tiinetek, Kkritériumok
alapjan lehet.

A szisztémas masztocitozis klonalis, nem hizosejthez kotédé hematologiai
megbetegedésekkel tarsuld alcsoport (SM — AHNMD) esetében — mint amilyen a
mielodiszplazidval vagy mieloproliferativ. megbetegedesekkel tarsuldo formék - a
progndzis a tarsuld6 hematoldgiai megbetegedés kimenetelét6l fiigg (Jaffe és mtsai
2001). E betegek periférids vérmintaibdl a c-KIT mutacio jellemz6en kimutathatd valos
idejii polimeraz lancreakcioval (real time polymerase chain reaction, RT-PCR). Azoknal
a betegeknél, akiknél egyéb hematologiai eltérések is megfigyelhetdk, a c-KIT mutécio
kimutathat6, illetve késobbi életkorban kezdddott a betegségiik, agressziv lefolydssal
kell szamolnunk. Szintén gyors progresszio jellemzi a masztocita leukémiat (mast cell
leukaemia, MCL) és a masztocita szarkomat (mast cell sarcoma, MCS).

A bortiinetek nélkiill fenndlld6 masztocitdzis betegség diagnosztikdjara,

kovetésére, terapiara adott valasz monitorozasara tobb mddszert is alkalmaznak,
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leggyakrabban szérum triptdz szint meghatarozésat. Eurdpa szerte elfogadott
pontrendszer a nem, a szérum triptaz szint emelkedett vagy normalis szintjén, a pruritus
— csalankiutés- angio6déma meglétén vagy hianyan, illetve prekollapszus vagy
kollapszus el6fordulasan alapul (Alvarez-Twose és mtsai 2012).

Sajnos Magyarorszagon a szérum triptdz szintjének meghatarozadsa még nem
elérhetd. Ebben nyilvan szerepet jatszik az, hogy ritka betegségrél van szo6 és, hogy a
mérés megfeleld eszkdzos hatteret és technikai felkésziiltséget tesz sziiksegessé. Mindez

koltségndveld tényezd.

2. 1. 4. Tlnetek

A Dbetegséggel jaro tinetek egy részben a hizdsejt granulumaiban 1évo
biologiailag aktiv anyagok (hisztamin, bradikinin, heparin, triptaz, leukotriének,
prosztaglandinok, interleukinok, szerotonin) felszabadulasa soran kivaltott helyi, illetve
szisztémas hatasokkal magyarazhatok (George és mtsai 2011). Fizioldgias kérilmények
kozott fertdzések, allergén anyagok jelenlétekor torténik a degranulacio, a szervezet elsé
védelmi vonalanak mozgdsitasa kapcsan. Masztocitdzis esetében ez a folyamat gyakran
spontan, vagy a normalisnal enyhébb, attdl eltérd ingerek hatdsara is bekovetkezik,
immunglobulin E receptor (IgE-R) aktivalodasaval 0Osszefliggésben, vagy attdl
flggetlendl is.

A masztocitdzis szisztémas megjelenése esetében kialakulhat egy jellegzetes
tlinetcsoport, melyet mediator kiaramlas tinet egylttesnek, vagy masztocita aktivacios
tinet egyuttesnek (MAT) nevezziik. A folyamatot rohamokban jelentkezd fejfajas,
Kipirulas, hipotonia, tahikardia, kollapszus / kollapitform rosszullét, hasmenés jellemzi,
melyekhez gyakran rapid kialakulasu melliiri folyadék (hydrothorax), vagy gége 6déma
is tarsulhat.

A bort érd fizikai ingerek hatasdra a dermiszben jelen 1év6é hizdsejtek
degranulacidja kovetkezik be, mely soran jellegzetes elvaltozas, lokalis 6déma,
hiperémia és pruritus alakul ki. Ezt az elvaltozast Darier-féle jelnek hivjuk.

A betegséggel kapcsolatos, permanensen jelen 1év0 tiinetek, panaszok a

hizésejtek kiilonb6z6 szervekben torténd felhalmozodasaval fuggenek 6ssze, leginkabb
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a bor, a gasztrointesztindlis rendszer, a Iép, a maj, a nyirokcsomodk, a kozponti
idegrendszer, a csontok, és a csontveld érintett.

A borben felszaporodd hizosejtek okozzak a klasszikus kutdn masztocitozis
Klinikai képét, a bérben kialakult vorosbarna szinti makulo — papulatdzus elvaltozasok
formdjaban. A makuldk dontéen a végtagokon és a torzson jelennek meg, az arc
megkimeélt.

A bélfal hizdsejtes infiltracidja soran a helyben felszabaduld hisztamin, triptaz es
egyeb bioldgiailag aktiv vegyiletek fokozott bélmotilitasat idéznek el6, mely a
krénikus, hig, vizes hasmenést okozza. A bélfolyamat peptikus fekélyekkel tarsulva
malabszorpcidhoz, testsulycsokkenéshez vezet. A lépben és a majban felhalmozddo
hizosejtek az emlitett szervek extrém megnagyobbodasat idézik eld, melyek
kovetkeztében hepatopatia, aszcitesz alakul ki. A hasi nyomasviszonyok megvaltozasa,
és a fenti mechanizmus kdvetkeztében kialakult nyalkahartya duzzanatok akar
mechanikus ileuszt is okozhatnak. Ezt jellemzden az agressziv formaknal 1atjuk.

A csontrendszerben felszaporodott hizosejtek, illetve az altaluk Kkibocsatott
citokinek az oszteoklasztok fokozott aktivalédasaval magyarazhaté oszteoporozist,
esetenként oszteolizist okoznak, és ezert gyakran alakulnak ki patologias torések.

A hisztamin kozponti idegrendszerben torténd felszabadulasa felelds a gyakorta
jelentkezé fejfajas és pszicholOgiai tlinetek, mint szorongas és a depresszio,
kialakulaséaért, illetve a koncentralé képesség csokkenéséért. Ejszakai verejtékezés,
izzadas, nagyfoku gyengeség, lesovanyodas, laz, vagy hdéemelkedés jellemzden

masztocitdzishoz tarsulé hematoldgiai betegség esetében jelentkezik

2. 1. 5. Diagn0zis

A szisztéméas masztocitdzis diagnozis felallitasahoz az aldbbi 1 nagy és 1 kis
kritérium egyuttes megléte, vagy a felsorolt kis kritériumok kozll 3 egyiittes jelenléte
szlikséges (Jaffe és mtsai 2001).

Major (nagy) kritérium:
- multifokalis hizosejt infiltraci6 a csontveldben, vagy mas boron kiviili szervben
(15 hizésejtnél tobbet tartalmazd klaszter / goc) — immunhisztokémiailag

igazolva

-16 -



DOI:10.14753/SE.2015.1788

Minor (kis) kritériumok:
- az infiltral6 hizdsejtek minimum 25 %-a a normalistol eltéré morfologiaja
- az érintett szervben vagy csontvel6ben c-KIT Asp8l6Val kodonmutécio
mutathato ki
- CD 117+, CD 25+, CD 2+ ko-expresszi6

- szérum triptaz szintje 20 ng/ml-nél magasabb

A kis kritériumok szerepe a diagnozis felallitasaban nem elhanyagolhato.
Johnson és munkatérsai az altaluk vizsgalat esetek csupan 70%-ban tudtdk a major
feltételt igazolni. A fennmaradd 30%-ban a WHO (World Health Organization,
Egeszséglgyi Vilagszervezet) ajanldsa szerint, minor kritériumok alapjan jutottak
diagnozishoz (Johnson és mtsai 2009).

A Nemzetkozi Klinikai Citomertia Tarsasag (International Clinical Cytometry
Society) a harmas ko-expresszid igazolasa céljabol alkalmazott modszerek kozul az
aramlasi citomertia eljarast talalta a kritérium felallitasara legalkalmasabbnak
(Perbellini és mtsai 2011).

A triptdz szint meghatarozasa soran a szérum teljes triptdiz mennyiségét
hatarozzuk meg, mely a hizosejtekb6l folyamatosan iiriilé a-triptaz, és a degranulacio,
MAT soran alkalomszertien felszabadul6 B-triptaz szintjét egyuttesen jelenti. A B-triptaz
a hizésejtek granulumaiban tarol6d6 neutralis proteindz, degranulacio soran szabadul
fel, igy csak a hizosejtek aktivaciojat kovetéen mutathatd ki a szérumbol. A szérumban
mért koncentracidja egyenes aranyban all a reakcio sulyossagaval. A B-triptaz szintje a
levett vérmintét fagyasztas utan tarolva honapokkal / évekkel késbb is meghatarozhatd
ugyan, de a diagnozishoz vagy a betegség kovetésére idedlis esetben jo, ha aktualisan
rendelkezésre all. Az a-triptdz nem a granulumokban talalhatd, hanem a hizosejtekbol
folyamatosan urul. Fizioldgias koriilmények kozott szérumszintje nem haladja meg a 10
ng/mi-t, hizosejt felszaporodas estében a szérumban mérhetd koncentracidja megnd. Az
altalanosan hasznalt vizsgalatok mind az a-, mind a B-triptdz szintjét merik (Kemp és
mtsai 2002).

A progndzisra az un. ,,B”- és ,,C” tiinetek jelenléte alapjan kovetkeztethetlink.
,,B” tlinetként értékeljik a szoveti infiltraciot (csontveld minimum 30%-0s infiltracidja),

az organomegaliat (maj-, Iép-, és nyirokcsomd megnagyobbodas UH, illetve CT kép
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alapjan, az adott szerv miikodésének megtartasa mellett) 20 ng/ml értéket meghaladd
szérum triptaz szintet, MDS/MPS jellegii eltérések hisztologiai igazolasa, SM-AHNMD
fennalléasa nelkul.

A ,,C” tiinetek a szervi mukodészavarra utalnak (anémia, trombocitopénia és
leukopénia, majenzimek szintjének emelkedése, hasi- és melliri folyadék jelenléte,
oszteopordzis, illetve patoldgias torések kialakuldsa, hiperszplénia, felszivddasi
zavarok, kronikus hasmenés).

A korabban emlitett SSM esetében a ,,B” tiinetek koziil kettét, vagy harmat
tudunk kimutatni, ,,C” tiinet nem igazolhatd, mig az ASM-ben C tiinetek is jelen

vannak.

2. 1. 5. 1. Csontveldvizsgalat

A SM diagndzisanak igazolasahoz csontveld biopszia sziikséges, az aspiracio
nem elegendd, mivel a peritrabekularis vagy perivaszkularis elhelyezkedésii hizosejtek
gyakran nem nyerheték ki ezzel a modszerrel. A minta hagyomanyos és specifikus
festését kovetden (hematoxilin eozin, May-Griinwald-Giemsa, naftol-AS-D-kloroacetat)
végzett mikroszkdpos morfologiai elemzés torténik klaszterképz6dés, involvaltsag
mértékének megallapitasara. Az immunhisztokémiai moédszerek kozil anti - triptazt,
anti-CD 117- (c-KIT), anti-CD2-, anti-CD25-festést alkalmazunk. A hagyomanyos
elemzés mellett genetikai vizsgalatok torténnek: PCR vizsgalat sordn a minor
kritériumként szereplé D816V mellett vad tipus esetén sequendalassal mas, | Gly560Val,
Gly839Lys pontmutéciokat is kerestink. Az eozinofilidval tarsuld6 SM eseteiben a
FIP1L1-PDGFRA fazios (4. kromoszdéma g12 régidjaban mintegy 800 kb hosszlsagu,
bels6 szakaszt érinté gén atrendezés) genszakasz jelenlétének kimutatasara is torekedni
kell.

2.1.5. 2. Szérumbol torténd vizsgalatok
A rutin laboratoriumi vizsgalatoknak mind a diagnozis felallitaisdban és a

differencialdiagnosztikaban, mind a betegség monitorozasaban alapvetd szerepe van.

A rutin panelbe tartoz6 vizsgalatok a kovetkezok:
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-teljes vérkép (mennyiségi és mindségi)

-stllyedés (Westergreen)

-ionszintek (natrium, kalium, klor, kalcium)

-vesefunkcié (karbamid, kreatinin)

-majfunkcié (SGOT - szérum glutamin oxalacetat transzaminaz, SGPT - szérum
glutamin piruvat transzamindz, GGT - gamma glutamil transzferdz és SAP- szérum
alkalikus fosztfataz)

-laktat dehidrogenaz (LDH)

-szérum bilirubin

-vitamin szintek

-vas anyagcsere paraméterek (vas, transzferrin)

-pajzsmirigy-miikddést jelz6 hormonok (TSH - tiroida stimulalé hormon, fT3 - szabad -

trijod- tironin, fT4 — szabad - tiroxin).

A masztocitozis betegseg kritériumai kozott a szérum triptaz szintjének
meghatarozasa is szerepel. 20 ng/ml szint feletti teljes szérum triptaz estében mertl fel a

SM diagnozis.

2.1.5. 3. Egyéb vizsgélatok

A fentieket kiegészitd, a betegség kiterjedésének felmérését, szoveti infiltracio
fokat meghatarozé vizsgalatok kozott elsésorban a non-invaziv képalkotoknak van
jelentésége. Rutinszerlien alkalmazhat6 a hasi — kismedencei UH, a CT, a gasztro-
duodeno- kolonoszkép, az oszteo denzitometria, technécium 99m csont-izotép
vizsgalat. A vizsgalatok soran vett szévettani minta mikroszkopos feldolgozasa soran az
infiltracid mértéke jellemezhet6. A szovettani eredmények értékelésében gyakorlott
patolégus és hematoldgus kolléga egyuttesen vesz részt.

Differencial diagnosztikai szempontbol a komplementek kézil a C 1q inhibitor
koncentracié meghatarozasnak van jelentésége a velesziiletett herediter angioneurotikus

6déma (HANO) vagy annak szerzett formajatol valod elkilonités érdekében.
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2. 1. 6. Differencial diagnosztika

A ritka betegségek kozé tartozd masztocitdzis diagnosztizalasat szamos
differencialdiagnosztikai kérdés is neheziti. Altalanossagban megallapithatd, hogy az
urtikéria és az angiotdéma vazoaktiv mediatorok felszabaduldsara vezethet6 vissza,
melyek a nyalkahartydk vagy a bor hizosejtjeibél szarmaznak (Metcalfe 1991). A
bérgyodgyaszati vonatkozasok terén utalnék az ezzel foglalkoz6 monogréafiara (Zuraw
1997).

Bizonyos tipust csalankilitések hatterében gyakran évek oOta fenndllé fizikai
vagy kémiai irritacié all, melyek eredete sokszor nehezen tarhatd fel. Az urtikaria,
illetve az angioddéma patogenezisének es klinikai lefolyasanak pontos értelmezése
ugyanakkor elengedhetetlen a betegsegek megfelel6 kezelése érdekében.

A szisztémas masztocitdzis tlineteihez hasonldan testsulycsokkenés jelentkezhet
malignus betegségek, taplalkozasi-, felszivodasi zavarok esetén, illetve kiilonb6zé
egyéb malabszorpcios szindroméakhoz tarsulva. Nagy mennyiségti, hig, vizes hasmeneés
jelentkezhet Whipple koérban, gyulladasos bélbetegségek, vagy irritabilis bél szindroma
fennallasakor, tireotoxikdzisban, vagy hipertiredzis esetén. Az 6déma kialakulasa, mint
onallo tunet is okozhat nehézséget a betegség diagnosztizalasa soran, ezért a differencial
diagnosztikéban az els6 1épés a HANO betegségtol valo elkiilonités, melynek 1ényege a
C1 INH hiany, vagy funkcidvesztés.

A C1-INH szerepet jatszik a véralvadasi-, a komplement-, a fibrinolitikus- és a
Kinin rendszer szabalyozasaban is. C1-INH hianya, vagy csokkent aktivitasa hatasara a
XII faktor fokozott aktivacidja kdvetkezik be, mely a prekallikrein — kallikrein, illetve a
Kininogén — bradikinin képzOddést segiti eld, végsd soron a bradikinin
szérumkoncentraciojanak emelkedését okozza. A bradikinin vazoaktiv hatassal
rendelkez6 molekula, a kapillarisok permeabilitasanak fokozasaban jatszik szerepet
mely hatdsdra az intravaszkularis térbol fokozott plazmadramlds jon létre az
extravaszkularis tér iranyaba, azaz édéma alakul Ki.

A HANO rohamokban fellépd, szubkutan vagy szubmukozus ©6dema
kialakulasaval jaro betegség. Szubkutan 6démak jellemzden a végtagokon, az arcon, a

nyakon és a torzson jelennek meg. Ezek az elvaltozasok altalaban nem viszketnek, nem
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vorosek és nem fajdalmasak. A szubmukozus 6démak leggyakrabban a felsd légutak
nyalkahartydjaban, a gasztrointesztinalis traktus faldban helyezkednek el, ritkan
megfigyelhetok a nyeldcsOben, a kozponti idegrendszerben ¢és a mellkasban is. A
gyomor-bélrendszer tertiletén kialakulé szubmukdzus 6démaéak tarsulhatnak akut hasi
tinetekkel, hanyingert, hanyast, goércsds hasi fajdalmat, illetve rohamokban fellepd
vizes hasmenést okozhatnak.

A betegség kiilonbozo alcsoportokra oszthatd: a HANO 1. tipusa a C1-INH
fehérje hianyara vezethetd vissza, mig a HANO II. tipusa eseten e fehérje funkcidjaban
figyelhet6 meg valtozas. A betegség e tipusainak hatterében a 11 kromoszéma q12-q13
elnevezés szerint HANO-FXII, vagy o6sztrogén dependens forma) esetében a XIlI
faktorban mutathat6 ki missense mutacio.

HANO-I. esetében a C1-INH koncentracidja alacsony, aktivitasa csokkent, a C4
koncentrécidja is alacsony, mig a Clq és a C3 szintje normalis. HANO-II. tipus
esetében a C1-INH koncentracidja normalis vagy emelkedett. Szerzett C1-INH hiany
esetében a C4 és a C1-INH koncentracioja csokkent, a C1-INH aktivitasa csokkent,
valamint a C1q szérumbeli szintje is alacsonyabb a norméalértéknél. Ez utébbi segitséget
jelent a herediter forméatol vald elkilonitésben (Farkas 2004).

2.1.7. Terapia

Boértiinetek kezelésében az ultra-viola (UV) fénnyel torténd megvilagitas
jotékony hatdsunak bizonyult, a borben kialakuld, vordses szinii, viszketé makulék
kezelésére 311-313 nm-es emisszids csucsu UV-B lampéak alkalmazasat javasoljak
(Brazzelli és mtsai 2011).

A szisztémas betegség tuneti kezelésében a hisztamin-receptorblokkolok (H-R1,
H-R2), a natrium kromoglikanok és szteroidok adésa jon szoba. Anafilaxia elkertlése
céljabdl a noradrenalin adasa életment6 lehet. Csontvel$ érintettség kovetkeztében
transzfzios igény Iéphet fel. A felszaporodott mellkasi folyadék diuretikumokkal nem
befolyasolhato, és jellemzbéen pleurodezis elvégzését kovetden is visszatéré problémat
jelent. Ilyen esetekben a mellkas punkcio elkeriilhetetlen. A folyadék visszatelddését

megakadalyoz6 eddigi leghatasosabb terapia az a-interferon folyamatos alkalmazasa. A
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csont érintettség kovetkeztében kialakuld oszteopordzis esetében nagy gondot kell
forditani a patologids csonttorések megel6zésére. Kalcium, kolekalciferol,
biszfoszfonatok adasa jon szoba, de az a-interferon és egyeb célzott terapia mellett
legujabban a RANK ligand inhibitor kezelés lehetésége mertilt fel.

A SM célzott kezeléseben a TK gatlo, imatinib terapiara jol reagalo esetek a 17-
es exonon kivili mutacioval jaro, illetve hipereozinofil szindromaval térsuld
mieloproliferativ korképek voltak. Imatinib kezelés hatastalansaga esetében interferon
vagy egyéb, mas jelatviteli uton haté TK gatldk, mint példaul a dasatinib, vagy a

midostaurin bevezetése jon szdba (Ustum és mtsai 2011).

2. 2. A hizosejtek érése, differencidlédasa és a folyamatban szerepet jatszo
faktorok

A multipotens hemopoetikus Ossejt mieloid eldalakjabol szarmazd masztocita
kialakuldsa soran szamos faktor egyuttes hatasa érvényesiil. A megfeleld mennyiségi és
mindségl, valamint normalis mikddésti hizésejt tobb, részben egymastol fliggetlentil
miik6d6 rendszer k6z0s hatasaként jon létre.

A hizbsejtek éréséhez és differencialodasahoz sziikséges citokineket kddolo
gének polimorfizmusa az adott citokin szérumszintjében egyéni kildnbséget
eredményez. A szérumban mérheté citokinkoncentracid normalértéktdl valo eltérése a
masztocitak mennyiségi és aktivacios allapotban mérheté kiilonbséget eredményez,
mely egyéb koriilmények egyiittes hatasdnak OsszegezOdése révén masztocitozis
kialakulaséhoz is vezethet.

A hizosejtek érését és fejlodését az interleukinokon, illetve citokineken Kivl
egyeb faktorok is befolyasolhatjak, mint példaul a szervezetiinkben széleskorti szerepet
betoltdé komplement rendszer elemei is. Mivel a masztocitozis a hizosejtek
felszaporodasaval, azok spontan aktivalodasaval és degranulacidjaval jard betegség, a
korkép patogenezisében felmeriilhet a sejtek aktivalodasaban részt vevd komplement
faktorok esetleges szérumkoncentraciojanak, vagy aktivitasanak megvaltozasa.

Doktori munkam elsé szakaszaban az IL-6 és az IL-6R gének polimorfizmusat
vizsgaltuk, majd a komplement rendszer elemeinek szérumkoncentraciojat hasonlitottuk
0ssze egészséges €s masztocitdzisban szenvedd betegek korében. A kovetkez6kben az

emlitett faktorok fobb tulajdonsagait, altalanos szerepét tekintjiik at.
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2. 2. 1. A citokinek altalanos tulajdonsagai

A citokinek kdzé tartoz6 molekulak a sejtek kozotti kommunikécidban jatszanak
szerepet, az immunrendszer fontos Osszetevéi. Minden magvas sejt termeli Oket.
Hatasukat specifikus, nagy affinitast receptorokhoz koétédve fejtik ki, melyek kozé a
gyulladasos folyamatok kialakuldsa, a limfocitdk aktivacidja és differencialodasa, az
immunsejtek érése és a hemopoezis sorolhaté (Tayal és mtsa 2008). Peliotrop
tulajdonsaguak, azaz egy citokin tobbféle hatast kifejtve tobbféle funkcid betdltésére
alkalmas (Cohen és mtsai 1974), ezen kivill mikodésiikben redundancia is
megfigyelhetd, azaz egy adott hatas kivaltasara tobb citokin is keépes. A citokinek
termelése nem izolaltan torténik, szabalyoz&sukban pozitiv és negativ szignalok
egylttesen vesznek részt. A termelt citokinek hatasaban szinergizmus, illetve
antagonizmus egyarant megfigyelhetd.

A citokinek csaladjaba szamos molekula tartozik, ezek lehetnek kemokinek,
interferonok, interleukinok, koldnia stimulal6 faktorok, és kdzéjiuk soroljuk a tumor
nekrozis faktort is (Leonard 1999).

A hizosejtek optimalis érési folyamatahoz, névekedéslikhdz és miikodésiikhoz a
kiilonféle citokinek osszehangolt miikodése, interakcioja szlkséges. A citokinek
aranyanak optimalistol valo eltérése szamos patoldgiai allapot kialakulasaval hozhat6
Osszefiiggésbe, melyek tovabbi elemzése a hizosejtekkel kapcsolatba hozhat6
betegségek lefolyasanak jobb megértését, ezaltal a terapia individualizalasat

eredményezheti.
2. 2. 2. A hizosejtekre hato citokinek

A hemopoetikus Ossejt a csontvel6ben megfelelé hatasok kdvetkeztében limfoid
és mieloid irdanyba differencialodik tovabb (1. abra), ezaltal a kilonféle végsejtek

kialakulasat eredményezi. A hizosejtek jelenlegi tudasunk szerint a mieloid elalakbol

szarmaznak (Hutchinson és mtsai 1992).
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1. abra: A mulipotens hemopoetikus 6¢ssejt és a mieloid sejtvonal érésére hato citokinek

(szerz0 abraja, referenciakat lasd a szovegben)

A multipotens hemopoetikus Ossejtre az Un. “Ossejt faktor” (stem cell factor,
SCF), a granulocita-makrofag koléniastimulalé faktor (ganulocte-macrophage colony
stimulating factor, GM-CSF), az interleukin-1 (IL-1), az interleukin-3 (IL-3) és az
interleukin-6 (IL-6) gyakorol sejtproliferativ hatast.

A multipotens 6ssejtek két iranyba alakulhatnak tovéabb, egyik &gon limfoid,
masik agon mieloid eléalakokkd érnek. A mieloid el6alakok érése soran
megakariocitdk, eritrocitdk, mieloblasztok és hizdsejtek alakulnak ki beldlik. A
megakariocitak érésében SCF, trombopoetin (TPO), IL-3, GM-CSF; az eritrocitak
esetében SCF, eritropoetin (EPO), IL-3, GM-CSF; a mieloblasztokra GM-CSF a
legjelentésebb hatasu (Coffer és mtsai 2000).

A hizoésejtek differencidlédasara és fejlodésére szdmos citokin gyakorol hatast:
az SCF, a GM-CSF ¢és kiilonboz6 interleukinok is (Niedoszytko és mtsai 2009). A

hatasok kdzott additiv, szinergista és ko-stimulator effektusokat is megfigyelhetiink.
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Direkt hatasu az interleukinok kozll az IL-3, IL-4, IL-6, IL-9, IL-13, IL-14, a
masztocitak érését indirekt médon befolyasolja a SCF, a GM-CSF és az IL-1, IL-3, IL-
10.

A hizoésejtek altalanos fejlédése az el nem kotelezett hemopoetikus 6ssejteken at
az irdnyukba elkotelezett, CD34+ progenitor sejtekbdl indul ki. A hizosejtek korai €és
kés6i érése, ¢és differencidloddsa komplex szabdlyozdsai mechanizmusok altal
ellenérzott folyamat, melyet in vitro vizsgalatokban, és allatkisérleti modellekben
elemeztek. A progenitor sejtek novekedését elsOsorban kiilonféle citokinek, mint
példaul az IL-3 befolyasoljak, de a mikrokdrnyezetben jelen 1évé anyagok, mint a
stroma-, és egyéb, immunsejtek altal kibocsatott differencialodasi faktorok és
sejtkdlcsOnhatasok is hatast gyakorolnak ra (Valent és mtsai 1991).

Emberi hizosejt eldalakok érése soran kifejezddésre keriild CD antigének
vizsgalatat alapjan GM-CSF-Ra, IL-3Ra expresszidja igazolddott (Schernthaner és
mtsai 2005).

Nyalkahartyak allergias eredetli gyulladdsos folyamatai esetében kiilonféle sejtes
invazié meghataroz6 jelent6ségii, mint példaul az IgE altal érzekenyitett hizosejtek, az
aktivalt eozinofilek, és interleukinok szabadulnak fel, mint példaul az 1L-4 és az IL-5.
Habéar e citokinek szerepével kapcsolatban a CD4+ T-limfocitak az els6dlegesek, az
emberi szervezetben megtalalhatd hizosejtek felszinén is kimutathatdak, valamint itt IL-
4 és tumor nekrozis faktor - o (TNF-a) szekrécio is megfigyelhet6. 1L-4, IL-5, 11-6, és
IL-8 expresszidjat vizsgaltak meg orrnyalkahartya biopszia sordn vett mintaban
allergias rinitisszel él6k és egészséges kontrollok kozott. Az IL-4 immunoreaktiv sejtek
90%, az IL-6 immunoreaktivak tobb mint 90%, és az IL-5 immunoreaktiv sejtek 50%
hizésejt volt. Ez alapjan a nevezett citokinek és a hizosejtek kozotti kapcsolat
egyértelmiinek latszik (Bradding és mtsai 1993). A nyalkahartydkban 1év6 hizosejtek
fejlodéséhez a T-sejtbdl felszabadulo faktorok jelenléte sziikseges (Galli 1990), melyek
kozil szamos molekulat azonositottak. E faktorok egyik legmeghatarozébbja az IL-3,
mely mind a hizdsejtek hossz( tavi talélésében, mind a masztocita progenitorok
fejlodésében szamottevé (Rennick és mtsai 1985). Ezzel ellentétben, az IL-4 szdmos
sejtvonal esetében csupan gyenge aktivald hatas (Smith és mtsai 1986), s6t a
progenitor sejtek Kifejezett stimulalasara képtelen (Rennick és mtsai 1987).

Mindazonaltal, szamos eredmény alapjan arra kovetkeztethetink, hogy az IL-4
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potencirozza a hizésejtek 1L-3 fliggd novekedését, azaz, elsddleges hatasa az IL-3-nak
van, az IL-4 inkabb kofaktorként miikodik, hasonléan az IL-9-hez (Hultner és mtsai
1990).

Az IL-6 masztocitakra kifejtett hatasa részben indirekt mddon, a multipotens
hemopoetikus 6ssejt, részben direkt a hizosejtek differencialodasanak befolyasolasaval
jellemezhetd. Az IL-6 széles spektrumu biologiai funkcidval rendelkez6 citokin, mely a
B- sejtek immunglobulint (IG) elvalaszto sejtekké valasaban, a mieléma / plazmocitoma
sejtek novekedésében, az idegsejtek differencialédasban, a majsejtekben kialakulo akut
fazis valaszban, valamint a hizdsejtek proliferaciojaban tolt be kdzponti szerepet
(Hirano és mtsai 1986). Klinikai vizsgéalatok eredménye szerint SM-ban szenved6
betegek plazmajaban emelkedett IL-6 szint mérhetd, és ez a mérték korrelal a tiinetek,
és a betegség sulyossagaval (Brockow és mtsai 2005), esetleg a terapidra adott valasz
monitorozasara is alkalmassa tehetd.

A mieloid sejtvonal alakjainak differencialédasaban, a normélis és a
egyeb molekulakat is sorolhatunk az IL-6-tal egy csoportba (Clogston és mtsai 1989,
Heinrich és mtsai 1991). llyen anyag lehet, pl. a GM-CSF.

A masztocitakra legkifejezettebb hatdssal az IL-3 rendelkezik, a tobbi
interleukin hatasat ehhez viszonyitva jellemezhetjik (Thompson-Snipes és mtsai 1991).
A Kkorabbi vizsgalatok eredményei alapjan az 1L-4 csupan kofaktorként hat a hizdsejtek
novekedésere (Hultner és mtsai 1990). Azonban in vitro vizsgalatok soran, az IL-4-et és
IL-10-et egyuttes alkalmazasa esetén az 1L-3-hoz hasonldo mértékii valtozast észleltek a
hizdsejtek kdrében (Smith és mtsai 1986).

A T-sejt eredetii IL-10 hatasat szamos hemopoetikus sejten, a T-, és B-sejteken,
monocitakon, makrofagokon is megfigyelték (Rennick és mtsai 1995), tovabba a
hizosejtek stimulalasban, érésuk és differencidlédasuk szabalyozasaban betoltott
szerepét is igazoltdk (O’Garra és mtsai 1990).

Az IL-13 szabalyozé hatdsa a B-limfocitdk, a monocitak és a hizdsejtek
mikodésében, egyarant megfigyelhetd: in vitro a masztocitdk bizonyos felszini
antigénjei (KIT, CD 53, c-fos) fokozottan expresszalodnak, in vivo a masztocitak

differencialodéasa kifejezettebbé valik.
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A hizésejtek éréséhez és differencialodasahoz sziikseges citokineket kodolo
gének polimorfizmusai hatdsdra az adott citokin szérumszintjében is valtozas
kovetkezik be. A szérumban mérhetd koncentraciovaltozas hatdsdra a masztocitdk
mennyiségében jelentds valtozas kovetkezhet be, mely a masztocitozis kialakulasahoz is

hozzajarulhat.

2.2.4. Az IL-6 szerepe

Az IL-6, és a hozza hasonl6 funkciokat betoltd GCSF-170-180 aminosavbol allo
glikoprotein, szerkezetét 4 a-hélix és 2 diszulfid hid jellemzi, mely a globuléris
formaban torténd stabilizaciojat biztositja (Clogston és mtsai 1989).

A négy, anti-paralel elhelyezkedésii, alulrol felfelé iranyuld Osszekottetéssel
rendelkez6 a-hélix a molekula bioldgiai aktivitaséaért felel (Walter és mtsai 1992).

Az interleukin-6 (IL-6) mind a pro-, mind az anti- inflammatorikus
folyamatokban szerepet jatszd citokin. Mononuklearis fagocitak, fibroblaszok eés
aktivalt T-sejtek altal termelt anyag, amelyik az egyik legfontosabb mediatora a laznak,

illetve az akut fazis folyamatoknak.

2.2.4.1. Az IL-6 Kkiilonb6z6 betegségekben

A gyulladasban betdltott szerepén kiviil, kifejezett ,,tumorogén® hatast fiiznek
hozza, mivel dsszetett szerepe van a tumor sejtek progresszidjaban, talélésében és az
angiogenezisben. Ezekre bizonyitékként humén csont attétek eseteiben vizsgélatokat
végeztek, melyeknél a szérumban emelkedett IL-6 és IL-6 receptor (IL-6R) szintet
igazoltak (Ara és mtsa 2010).

Masztocitozisban szenvedd betegeknél emelkedett szérum IL-6 szint figyelhetd
Pozitiv korrelaciét irtak le a teljes triptaz-, alkalikus foszfatdz-, IgM- szint, a
fehérvérsejt- és a neutrofil szam és az IL-6 plazmaszintje kdzott. Hemoglobinszint
esetében a korrelacio forditott volt (Brockow és mtsai 2005).

Az IL-6-nak, mint proinflammatorikus faktornak a szerepét szdmos kronikus

gyulladassal jar6 folyamatban vizsgaltak. E folyamatokhoz kapcsoléddan nem kizarélag
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crer

a prométer régiojanak a -174 G/C polimorfizmusat is: az adott 16kuszon a ,,G” allél
hordozasa magasabb IL-6 szérumszintet eredményez (Yalcin és mtsai 2011).

szerepet tolt be az IL-6, mely alapjan felmer(lt az 6sszefiiggés a mieloma multiplex és a
szérumban mérheté emelkedett IL-6 szint kozott. Egy hazai vizsgélat soran a promoter
régié -174 G/C polimorfizmusa valamint a mieloma multiplex és a mielodiszplazia
kialakulasa kdzott nem talaltak dsszefliggést (Aladzsity és mtsai 2009). Egyéb kutatasok
szerint azonban a polimorfizmus a betegség kimenetelét és a beteg tulélését
befolyasolhatja (Mazur és mtsai 2005).

2.2.4.2.1L-6 és IL-6R polimorfizmus

Az IL-6-nak, mint proinflammatérikus faktornak a szerepét szdmos kronikus
gyulladassal jar6 folyamatban vizsgaltdk, mint példaul Alzheimer-kor, szisztémas
lupusz eritematdzus vagy szklerdzis multiplex esetében. E folyamatokhoz kapcsol6doan
nem kizarolag az IL-6 szérumban mérheté koncentracidjat vetettek 0ssze az adott
betegséggel, hanem a promoter régidjanak a -174 G/C polimorfizmusat is, illetve az
ezzel Osszefiiggésben kialakult magasabb fokU expressziot is elemezték. Sokféle
klinikai jellemz6 (példaul a nem, vagy az életkor) mellett az IL-6 szint mértéket
genetikai tényezok is befolyasolhatjak. Az IL-6 gén promoterén, a -174 I6kuszon G-
allélt C-allélra cseréld SNP in vitro az IL-6 transzkripcidjanak mertéket csokkenti. Ezzel
egyezben bizonyos vizsgalatok soran az IL-6 szérumszintjében kilénbséget talaltak a
vad, illetve a mutans allélt hordoz6 egyének kdzott (Fishman és mtsai 1998), bar ezt az
eredményt nem minden esetben sikerilt ismételten kimutatni (Qi és mtsai 2006). Az IL-
6 receptor (IL-6R) exonjanak funkcionalis polimorfizmusa (Asp358Ala) proteolitikus
hasitas révén a két aminosav egyikének szubsztitGciojat eredményezi, amely az IL-6
membranhoz torténd kapcsolodasanak megvaltozasahoz vezet (Galicia és mtsai 2004).
Mivel a szolubilis IL-6R a szérumban az IL-6-ot megkéti, az IL-6 szintjét a keringd
receptor szintje is befolyasolhatja, szekvesztracion keresztll (Rose-John és mtsai 2008).

A nevezett polimorfizmust vizsgalva tobb eredményt is kozoltek a ,,C* allél
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eléfordulasaval kapcsolatban, mely az IL-6 és az IL-6R magasabb szérumszintjét
eredményezi (Galicia és mtsai 2004, Reich és mtsai 2007).

Irani populécidban, a szkler6zis multiplexben szenvedd betegek esetében az IL-6
figyelték meg. Szintén irani vizsgalat soran a szisztémas lupusz eritematézusban (SLE)
szenved betegek korében ugyanezen SNP esetében nem talaltak frekvenciabeli
kilonbséget az egeszségesekhez viszonyitva (Shahbazi és mtsai 2010, Godarzi és mtsai
2011). EIméletileg az IL-6, mint pro-inflammatorikus citokin emelkedett szintje, illetve
a -174 G/C polimorfizmus jelenléte a rizikdfaktorok kozé sorolhatd lenne az Alzheimer-
kor patogenezisében is. Az ezzel kapcsolatban hozhatd vizsgalatok azonban nem adnak
egyértelmii eredményt. Lengyel (Klimkowicz-Mrowiec és mtsai 2010) és indiai
(Mansoori és mtsai 2010) kutatasok nem igazoltak ilyen jellegli Gsszefiiggést, vagy
pozitiv korrelaciét a szérum IL-6 szint emelkedése, vagy az IL-6 -174 G/C

polimorfizmus és a betegség el6fordulasa, vagy annak sulyossaga kdzott.

2. 3. Komplement rendszer

A komplement rendszer szerepe a koérokozok elleni védekezésben, a normalis
gyulladasos valasz és az immunfolyamatok szabalyozasaban jol ismert. Kiilonb6z6
korképek kapcsdn a komplement rendszer bizonyos elemeinek eltérései figyelhetok
meg, melyek jellemzdk lehetnek a kiilonboz6 betegségekre.

A komplement rendszer aktivalodasa a proteolitikus kaszkad révén valdsul meg,
mely a szervezet egyik leger6sebb effektor mechanizmusa. A folyamat tObb modon
aktivalodhat: klasszikus, lektin fiiggé vagy alternativ uton. A kiilonbozé utak
aktivalodasa végsé soron a rendszer kozponti molekuldjanak, a C3-nak a limitalt
proteoliziséhez vezet. Ezutan az aktivacid kozos aton folytatodik; létrejon a litikus
komplex (MAC), és kisebb, 74-77 aminosav hosszusagu fragmentumok szakadnak le.
llyen toredék példaul a C3a, a C4a vagy a Cb5a, melyek anafilatoxikus hatéassal
rendelkeznek.

A C3a eés Cba simaizom 0sszehlUzodast okoz, ezaltal noveli a vaszkularis
permeabilitdst, ezen kivil képes leukocitakat toborozni eés kemoattraktans

makrofagokat, neutrofil sejteket, limfocitakat, bazofileket és a hizosejteket aktivalni
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(Lambris és mtsai 1998). A C3b komplex hozzajarul a fagocitozishoz, illetve az
immunkomplexek eltavolitasahoz. A komplement fehérjék keveésbé ismert hatasai kozil
kiemelend6 a C3 korai vérképzésben, valamint a csontvaz- €s érrendszeri fejlodésben
(Volanakis és mtsai 2002), tovabbd komplement rendszer Aaltal szabalyozott
szervfejlédési és szervregeneracios folyamatokban betoltott szerepe (Mastellos és mtsa
2002). Laboratériumi vizsgalatok és klinikai tapasztalatok igazoljak, hogy a
komplement eredetii anafilatoxikus peptidek, mint a C3a, a C3b, a C3d, a C4a és a C5a
komplexek hatasara a szérumban megnd a hisztamin mennyisége, valamint e peptidek
erdteljes aktivald hatast fejtenek ki a bazofil granulocitakra és a hizosejtekre (Erdei és
mtsai 2004).

A hizésejtek migracidja a gyulladds helyére kiilonbozd kemotatikus tényezdk
révén valosul meg, melyek kozoétt az SCF, a C3a és Cbha peptid is szerepel, hatasukra
fokozodik az emberi hizosejtek, a koldokzsinor-vér eredetli hizosejtek és a boérben
talalhatd hizosejtek migrécidja (Hartmann és mtsai 1997).

A komplement rendszer bizonyos elemeinek a hizosejteken alapul6é gyulladasos
valaszban, igy a természetes immunitasban bet6ltott szerepét C4-, illetve C3-hianyos
egerekben vizsgaltak. Mutans és vad tipusu egerekben hasonlitottdk 6ssze az akut
szeptikus peritonitisz korlefolyasat vakbél ligacié és punkcié utdn. A beavatkozést
koveten a C4- és C3 -hidnyos egerek kozott szignifikansan magasabb halélozési aranyt
tapasztaltak a vad tipusu kontrollcsoporthoz viszonyitva. A C3 deficiens egerekben
csokkent a peritonealis hizdsejtek degranulécidja, a TNF-o termelés, a neutrofil
infiltracio és a baktérium- clearance. A vizsgalat masodik szakaszaban a C3- hianyos
egerek tisztitott C3 proteinkezelésben részesultek, mely eredményeképpen fokozott
peritonealis hizosejt aktivaciot, TNF-o termelést, neutrofil toborzast, baktérium
opszonizaciot, tovabba fagocitozist tapasztaltak. E kisérlettel bizonyitast nyert az
eltérések komplemet rendszertdl valo fliggbsége, valamint a komplement aktivacio és a
velesziletett immunitas kapcsolata (Prodeus és mtsai 1997).

A kiilonboz6 szovetekben kiilonbdzo fenotipust hizosejtek mutathatok ki, mint a
kotoszovet- tipusu, illetve a nyalkahartya- tipust hizosejtek. Kotészovet tipusu
hizosejtek a borben, a 1égzési traktus falaban és a hashartyaban figyelhetok meg, mig a

nyélkahartya- tipusu hizosejtek foként a gyomor- nyalkahartyaban fordulnak el6.
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Megfigyelések szerint a C3a és a CS5a anafilatoxikus peptidekre a kiilonboz6
tipust hizésejtek kiilonb6z6 mddon reagalnak, mely hatterében a kiilonbozd tipusu
hizosejtek eltéré sejtfelszini receptor expresszidja all (Gerard és mtsai 1991). A
rodopszin alcsaladba tartoz6 C3a- és Cba receptor csak a savds hartya tipusu
hizésejteken talalhatdo meg, a nyalkahartya tipust hizosejtek felszinén nem fejezddik ki
(Erdei és mtsai 2004). Ennek megfelelden a nevezett anafilatoxinok hatéséara csak a
savlOs hartya tipust hizosejtek és bazofilek aktivalédnak, a nyalkahartya tipusd

hizosejtek nem (Mousli és mtsai 1994).
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3. Célkitiizések

Doktori munkam soran egy ritka, a hizosejtek felszaporodasan alapul6 betegseg,
a masztocitdzis genetikai hatterét vizsgaltam, valamint a hizdsejtek fejlédését
befolydsol6 egyéb faktorok hatésai elemeztem. Kordbbi eredmények alapjan a
hizosejtek differencialodasara hato citokinek kozil az 1L-6 mind direkt, mind indirekt
maodon befolyasolja a hizésejtek differencialodasat. A fentiekben részletezett irodalmi
adatok szerint a citkonin, illetve receptora génallomanyaban jelen 1évé SNP az adott
citokin szérumbeli koncentréaciojat befolyasolja. A disszertacioban részben e génekben
¢észlelhet6 egypontu nukleotid polimorfizmusok frekvencidjat vizsgaltam a
masztocitozisban szenvedok és egészséges kontrollok kdzott.

A nemzetkdzi irodalmat attekintve nem talalhaté olyan kozlemény, amelyben
szisztematikusan felmérnék a komplement rendszer fobb paramétereinek valtozasat
masztocitozisban szenvedd betegekben. Ezért a rendelkezéstinkre all6 betegek
mintaiban megvizsgaltuk a komplement rendszerrel kapcsolatba hozhat6 betegsegekben
leggyakrabban vizsgalt komplement paramétereket (CH50, C3, C4), valamint az
oroklott és szerzett C1-INH hiany gyanuja esetén vizsgalt paramétereket (C1-INH szint
és aktivitds, C1-INH ellenes antitestek szintje, C1qg, C1q ellenes antitestek szintje).

A dolgozatban két, részletesebben elemzett, differencidldiagnosztikai
nehézségekkel jaré esetet mutatok be, valamint a betegek kortdrténete folyaman
bekdvetkezett, komplement rendszert érint6 valtozasokat elemezve probalok lehetséges
Osszefiliggéseket talalni.

Végiil a SE Masztocitozis Haldzatban a tanulmany kezdetéig regisztralt magyar,
masztocitozisban szenvedd betegcsoport 0sszetételét tekintem at, kor, nem és szérum

triptaz szint alapjan, alcsoportokra bontva, illetve egységesen.

Konkreét kérdések formajaban az alabbiakat fogalmaztuk meg:

1. az IL-6 gén -174 G/C polimorfizmus frekvenciajaban kimutathat6-e kiilénbség a

masztocitézisban szenvedd betegek és egészséges kontrollok kdzott
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. az IL-6R gén ASP358Ala (A/C) polimorfizmus frekvenciajdban kimutathaté-e

kiilonbség a masztocitézisban szenvedd betegek ¢€s egészséges kontrollok kozott

. kimutathat6-e eltérés a betegek és egészséges kontrollok kdzoétt a CH50-, a C3-,
a C4-szintjét, a C1-INH szintjét és aktivitdsat, a C1-INH ellenes antitestek

szintjét, a Clg-szintjét, a Clq ellenes antitestek szintjét illetéen

. a betegség korlefolyasa soran megfigyelheté-e valtozas a CH50-, a C3-, a C4-
szintjét, a C1-INH szintjét és aktivitasat, a C1-INH ellenes antitestek szintjét, a

C1g-szintjét, a Clq ellenes antitestek szintjét illetden

. milyen a masztocitézisban szenvedé magyar betegcsoport nembeli, életkorbeli

Osszetétele, szérum triptaz szintje egysegesen, illetve alcsoportok szerint
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4. Anyag és modszer

4. 1. Betegek és kontrollcsoport

Az IL-6 -174 GIC, és IL-6R Asp358Ala (A/C) SNP vizsgélatba a WHO
kritériuma szerint a masztocitozis tobb alcsoportjaban szenvedé beteget vontunk be
Magyarorszagrol (Budapest), Ausztridbol (Bécs) és Lengyelorszaghdl (Gdansk). A
magyar betegek Dr. Varkonyi Judit docens gondozasa alatt allnak, a Semmelweis
Egyetem Masztocitozis Kozpontjaban.

A vizsgalatba 66 beteget vontunk be; 19 osztrak, 24 lengyel és 23 magyar
nemzetiséglit, a kovetkezO nem szerinti megoszlasban: 26 férfi, 40 nd. A betegek
atlagos életkora 42, 9 év volt (18-80 év kozott).

A betegek a WHO kritériumrendszer alapjan a masztocitozis kovetkezo
alcsoportjaiba tartoztak: 27 a kutan masztocitézis, 27 az indolens szisztémas
masztocitdzis, 3 a szmoldering szisztémas masztocitdzis, 6 a szisztémas masztocitdzis
tarsuld nem masztocitdzisos hematoldgiai betegséggel, 2 az agressziv szisztémas
masztocitdzis, és 1 a hizdsejtes leukémia alcsoportba.

A komplement rendszer esetleges eltéreseit érint6 elemzéseket a magyar
beteganyag mintaibol végeztik el. A vizsgalatba 46 beteget vontunk be, 27 nét és 19
férfit. Eletkoruk 1-81 év, atlagosan 49, 18 év volt. A betegek kdzétt 25 kutan forma, 21
szisztémas forma fordult el6. Az alacsony betegszam miatt az esetek tovabbi, kiilonb6z6
alcsoportokba torténd sorolasat nem végeztiik el.

A kontroll csoportba 99, nem rokon, a kaukazusi rasszhoz tartozo, malignus, és
immunologiai betegségektdl mentes, atlagos korhdzi beteget valasztottunk. A nem
szerinti megoszlas 45 férfi, 54 n6; atlagéletkoruk 68, 0 év volt (37-91 év kozott). A
kontroll populécié genotipus eloszlasa Hardy-Weinberg egyensulyban volt. Az eset-
kontroll vizsgalatok soran a teljes kontroll minta nem és kor szerint illesztett

szubpopuldacidit hasznaltuk.

4. 2. VVérmintak

A vizsgalatban résztvevé pacienseket a Vvérminta levételét megeléz6en

céljainkrol, alkalmazott mintavételi eljarasrdl (vérvétel, laboratoriumi elemzés),
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vizsgalat menetérél tajékoztattuk, irasos beleegyezésiiket kértiik. A vizsgélatot a
Nemzeti Kutatasetikai Bizottsdg engedélyével végeztik (ETT TUKEB 12236-45/2004-
1018EKU). A résztvevOk azonositasa sorszamozassal (kodolassal) tortént. Tekintettel a
masztocitodzis ritka eléforduldsara a betegecsoportot a WHO definicidk szerint kialakitott
tovabbi alcsoportokba nem rendeztik.

A vizsgélat soran rutin eljaréssal, a dezinficialas szabdlyait betartva a véna
kubitalis egy alkalommal torténd szarasbol nyertiink vérmintat. Mintavételre a
Semmelweis Egyetem laboratoriuma altal elfogadott, egyszer hasznalatos, vakuumos
rendszer( vérvételi csoveket hasznaltunk. Mind a betegek, mind a kontrollok esetében a
vérvétel a reggeli ordkban tortént (7 és 9 dra kozott), minimum 8 oOraval az utolsd
étkezést (atlagosan 9, 5 6ra) és minimum 1 déraval az ébredést koveten (atlagosan 2, 5

ora).

Rutinszerien a vérvételi panelb6l az alabbi paramétereket ellendrizziik és
vizsgaljuk a betegek és kontrollok esetében:
-sullyedés (Westergreen)
-mennyiségi és mindseégi verkeép:
-vorosvertest (RBC), fehérvérsejt (WBC), vérlemezke (PLT) szam
-hematokrit (HCT)
-egy vorosvértestre szamitott hemoglobin mennyiseg (MCH), vordsvértestek
atlagos térfogata (MCV), vorosvertestek atlagos hemoglobinkoncentréacidja
(MCHC)
-ionok: natrium (Na*), kalium (K*)
-vesefunkciot jelzé paraméterek: karbamid (CN), kreatinin
-majfunkcidt jelzé paraméterek:
— szérum glutamin oxalacetat transzaminaz (SGOT), vagy aszpartat
aminotranszferaz (ALA / ASAT)
— szérum glutamin piruvat transzaminaz (SGPT), vagy alanin
aminotranszferaz (ALA / ALAT)
— szérum alkalikus foszfataz (SAP)
— gamma globulin transzferaz (GGT)
— laktét dehidrogenaz (LDH)
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— szérum bilirubin.

A WHO altal mind a diagnosztizalasra, mind a beteg allapotanak és a terapia
monitorozasdhoz rutinszerlien javasolt triptaz szint meghatarozasat jelenleg
Magyarorszagon nem tudjuk elvégezni. A betegek adatai kdzott szerepld triptaz
értékeket kollaboracioban professzor Boguszlav Nedoszytko (Gdansk, Lengyelorszag)
laborjabol kaptuk meg.

A betegek esetében kovetés soran keressiik a malabszorpcid jeleit, ekkor TSH,
szabad T3, szabad T4 szint meghatarozast, makrociter anémia esetében differencial
diagnosztikai okokbol folsav és B12 szérumszint ellenérzést, valamint fehérje és Ca-
szint mérest is kérunk.

Gondozott betegeink esetében a rutin eljardsok kdzé soroljuk szérumban jelen
Iévé komplement rendszer elemeinek szérumszint meghatarozasat, melyet kéthavonta
végzunk el. A vizsgalat a Semmelweis Egyetem Il1. Belklinika Kutatdlaboratoriuméban

torténik (Dr. Prohaszka Zoltan és munkacsoportja végzi).

4. 3. DNS mintavétel és izolalas

A mintavétel rutin vérvételi korilmények kozott tortént, betegektdl és
kontrollszemélyekt6l egyarant, etilén-diamin-tetra-acetat (EDTA) antikoagulanst
tartalmazd rutin vérvétel soran alkalmazott, egyszer hasznalatos vérvételi csébe. A
lengyel és osztrak betegek mintai fagyasztott allapotban érkeztek, tarolasuk, szallitasuk
-20 °C fokon tortént.

A genomialis DNS mintat a fehérvérsejtekbdl nyertiik, a Miller-féle egyszeri
kis6zasos technika szerint eljarva.

A standard 2 milliliteres (ml-es) csébe 1 ml vordsvértest lizis puffert (a
Kutatdlabor altal készitett puffer, 6sszetevok: Sigma-Aldrich gyartmanyuak, dsszetétele
54,8 g szachardz, 5 ml Triton, 2,5 ml 1 M MgCl, x 6 H,0, 6 ml 1 M Tris-HCI pH 7,5,
desztillalt vizzel 500 ml-re feltdltve) mértiink, majd erre kb. 0,5 ml-t ontéttink a
vermintabol, ezeket 30 masodpercen (mp-en) keresztul ovatosan dsszeforgattuk. Ezutan
13 000 rmp (revolutions per minute, egy percre esé fordulatok szama) sebesseggel 2

percen keresztil centrifugaltuk. A fellillisz6 lebntése utan a pelletre 1 ml desztillalt vizet

-36 -



DOI:10.14753/SE.2015.1788

meértink, majd ismét 2 percen keresztul centrifugaltuk 13 000 rpm sebességgel. A
fellldszot pipettaval leszivtuk, majd a pelletre 80 ul proteindz K puffert (a Kutatélabor
altal készitett puffert hasznaltuk, 6sszetevok: Sigma-Aldrich gyartmanyuak, 6sszetétele
750 ul 5 M NaCl, 2,4ml 0,5 M EDTA, 6, 8 ml desztillalt viz), majd 15 ul, 10 mg/ml
koncentracioju proteindz K enzimet (Thermo Scientific) mértink. Az anyagunkhoz
ezutan 20 pl, 20 %-o0s SDS-t (natrium-dodecil-szulfat), és 240 pl desztillalt vizet
mértunk, majd 30 percen keresztiil 55-56 Celsius (°C) fokon emésztettiik vizfiirdGben.
A mintak kihtilése utan (kb. 10 perc elteltével) az elegyhez 250 pl 5-6 M natrium-klorid
oldatot adtunk, 15 mp-ig erésen raztuk. Ezutan ismét centrifugalas kovetkezett 7 percen
keresztil, 13 000 rpm sebességgel. A csapadék a csé aljara leiilepedett (nem megfeleld
mindség esetén ismét 250 pl NaCl hozzaadasa, majd centrifugalas), a feliildszot 1, 5 mi-
es csOvekbe oOntottik at, ezt ismét 3 percen keresztil 13 000 rpm sebességgel
centrifugaltuk, ismét 1, 5 ml-es csovekbe Ontottik at a feltliszot, amire 1, 5 ml
izopropil- alkohol (C3H8O, i-propanol) pipettaztunk. A csoveket kezdetben lassan,
késébb erdsebben forgatva a DNS kicsapodasat idéztik eld, majd ismét 2 percen
keresztill 13 000 rpm sebességgel centrifugaltuk, a fellluszot dvatosan leszivtuk. A
kapott DNS mintara 70%-os etanolt mértiink, dsszerazas utan Gjra 2 percen keresztil
centrifugaltuk 13 000 rpm sebességgel. Az etanolt ekkor leszivtuk, a DNS mintat 23 °C
fokon, 20 percen keresztil vakuumcentrifugaban széritottuk. Ezt kovetéen az anyagot
75 ul desztillalt vizben feloldottuk, 24 oran keresztll 4 °C fokon tartottuk. Tovabbi
vizsgaltok elvégzése elbtt fél oran keresztiil 37 °C fokon allni hagytuk. Amennyiben a
vizsgélatokat halasztottan végeztik el, mintékat -20 °C fokon taroltuk.

4. 4. Genotipus meghatarozas

Az interleukinok genotipizaldsa a Semmelweis Egyetem I1ll. Belgyogyaszati
Klinika Kutatolaboratériumaban torténtek.

4.4.1. Az IL-6 gén Asp358Ala SNP vizsgalata

Az IL-6 gen Asp358Ala egypontl polimorfizmus vizsgalatat fluorogenikus 5’

nukledz aktivitdsi TagMan assay-vel végeztik, a vizsgalat soran Hinlll (Nlalll)
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hasznaltunk (Thermo Scientific), hasitohely: CATG". A genotipizalashoz ,,TagMan
SNP Genotyping Assays” (Appied Biosystems) és ,,TagMan Universal PCR Master
Mix” (without AmpErase UNG) hasznaltunk, a gyartd utasitasait betartva.

4.4.2. Az IL-6R gén -174 G/C promdter polimorfizmus vizsgélata

Az IL-6R g@gén -174 G/C (rs1800795) SNP meghatarozdésa PCR-RFPL
modszerrel  tortent. A 299  bazispar (bp) méreti  szakaszt az @ 5’-
TTGTCAAGACATGCCAAAGTG-3" és az 5-TCAGACATCTCCAGTCCTATA-3’
primerrel sokszoroztuk, a kdvetkezé amplifikacié soran: 94 °C fokon 30 mp-ig
denaturaltuk 40 cikluson keresztiil, 56 °C fokon annealtuk 40 mp-ig, majd 30 mp-ig 72
°C fokon extendaltuk.

A SNP-ok vizsgalatat restrikciés emesztéssel kezdjik. A restrikcios
endonukledzok baktériumokbdl nyerhet6 enzimek, melyek meghatarozott, 4-8
nukleotidbol allé palindrom szakasz felismerésére képesek, és itt a kettds spiralt hasitani
tudjak.

A PCR eredmeényeképpen kapott fragmentumok hosszanak meghatérozésara
szolgéld eljaras, mely sordn a terméket egyenaraml elektromos térerébe helyezett
agaroz gélen futtatjuk. Az adott id6 alatt megtett ut mértéke a fragmentum nagysagatol,
térszerkezetétdl, toltésétdl, az elektroforetikus puffer osszetételétdl (ionerdsségétdl és az
agar6z koncentraciojatol) és az aramerdsségtol fiigg. A DNS darabokat etidium-
bromiddal (EtBr) tessziuk lathatova, mely az UV fény hatdsara narancsszinnel
fluoreszkalva jelzi a fragmentum helyét a gélben (Dezs6 és mtsa 2005). A fragmentum
méretének meghatarozasat kereskedelmi forgalomban kaphaté Gn. ,,molekulaméret
markerek” segitségével végezziik.

A kiilonb6z6 méretii PCR termékek elvalasztasa hagyomanyos gél elektroforezis
sorén tortent, etidium-bromid tartalmd, 2 w/v%-os agardz gélen, 5 V/m téreré mellett. A
135+111+45 bazispar (bp) hosszusagu fragmentumok a ,,C”, mig a 245+45 bp méretiiek
a,,G” alléllal egyeztek meg.
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4. 5. Komplement rendszerrel kapcsolatos vizsgélatok

A rendelkezésiinkre all6 betegek mintadiban megvizsgaltuk a komplement
rendszerrel kapcsolatba hozhaté betegségekben leggyakrabban vizsgalt komplement
paramétereket (CH50, C3, C4), valamint az 6roklott és szerzett C1-INH hiany gyanuUja
esetén vizsgalt paramétereket (C1-INH szint és aktivitas, C1-INH ellenes antitestek
szintje, C1q, C1q ellenes antitestek szintje). A paramétereket ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay) modszerrel, specifikus monoklonalis ellenanyagok segitségével
hataroztuk meg (Seelen és mtsai 2005). A mérések a Semmelweis Egyetem IlI.
Belgyogyéaszati Klinika Kutatdlaboratoriuméban torténtek (laboratoriumvezeté: Dr.
Prohéaszka Zoltan), Dr. Szilagyi Agnes iranyitasa mellett, Elisys Duo, Huma Reader és
Huma Temp berendezésekkel, 230/110 VAC fesziltségen, a gyartd utasitdsainak
megfelelden.

Az ELISA modszer alapja az antigén feliletén elhelyezked6 egyedi régiok és
specifikus ellenanyag kozott kialakult kotés kromogén szubsztrattal torténd kimutatésa.
A reakcido sordn képzddd szines termék intenzitasat megfeleld hullamhosszon
spektrofotométerrel mértik, majd az abszorbancidkat kalibracios gorbe alapjan
koncentracidkra szamitottuk &t, igy a mddszer segitségével mennyiségi elemzés
végeztink. A mért abszorbancia a vizsgdlandé fehérje (minta, antigen)
kereskedelmi forgalomban elérhet6 kit all rendelkezésiinkre, a mérések kivitelezését a
kitekhez mellékelt hasznalati Utmutatok szerint végeztiik (Quidel Inc, BD Biosciences,
Franklin Lakes, USA).

Az immunkomplexek kimutatasara komplement konszumpcids tesztet
alkalmaztunk, mely elméleti hatterét specifikus kotések kialakulasa képezi az adott
komplement és a mintaban jelen 1év6 antigén-antitest komplex kozott. Ha a rendszerben
nincs elegendd immunkomplex, akkor a hozzaadott vordsvértest- anti-vorosvértest
komplex lizise kovetkezik be, tehat komplement fogyasztas (azaz komszumpcid) nem

igazolodik. A mérések soran a gyarto altal eldirt utasitdsokat kovettiik.
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4. 6. Statisztikai médszerek

Az adatainkat MedCalc 9. 3. 3. 0. programot hasznalva elemeztik. A Hardy-
Weinberg equilibrumtol vald eltérések és egyezések becslését és az asszociacio analizist
chi-négyzet probaval végeztiik, ,,Graphard Prims v. 4. 0” és ,,Statistical Package for the
Social Sciences (SPSS) v. 13. 0” programmal hajtottuk végre. Minden tesztiink két

szalon futott, a statisztikai szignifikanciat P <0, 05 esetében mondtuk Kki.

4. 7. Csontvelébiopszia

Betegeink csontveldvizsgalatat a felsé hatsé csip6tovis biopszia soran vett
mintakbol végeztik el, a csonthengert 40%-os formaldehid oldatban fixaltuk és taroltuk.
A biopszia a Magyar Hematolégus Tarsasag szakmai ajanlasa alapjan tortént, helyi
anesztéziaban, ambulans koérulmények kozott.

A mintavételben a SE Ill. Belgydgyaszati Klinika hematologusai voltak segitséglinkre,

leggyakrabban Dr. Szombath Gergely.

4. 8. Endoszkdpos vizsgélatok, mintavétel

A gasztordoudeno-, illetve kolonoszkopia a SE Ill. Belgydgyaszati Klinika
gasztroenterologiai vizsgalohelyiségeiben torténtek, jellemzéen ambulans kortilmenyek
kozott.

Az eszkdzos vizsgalatok és a mintak vétele a Magyar Gasztroenteroldgiai
Tarsasag Szakmai Kollégiumanak ajanlasai és allasfoglalasa alapjan torténtek, a SE I11.
Belgyogyaszati Klinika gasztroenteroldgiai protokollja szerint.

Az eszkozOs vizsgalatok soran vett mintdk tovabbi feldolgozasa az SE I
Patoldgiai Intézetben, a Patologus Szakmai Kollégium ajanlasai alapjan torténtek.

4. 9. A szovettani mintak feldolgozasa

A szovettani feldolgozés kezdetén a vizsgalando szervbdl tobb, kb. 2 cm széles,

kb. 3 cm hosszi és kb. 0, 5 cm vastag blokkokat készitettlink zsilettpengével. A
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mintdkat gézbe csomagolva, megfeleld azonosito jellel ellatva automata szovetbeagyazo
készulékbe helyeztiik.

A folyamat kovetkezd 1épése soran a rogzitésre keriild anyagunkat boséges, kb.
20- szoros mennyiségli 40%-0s formaldehid oldatban fixaltuk. Az oldat elkészitéséhez
10%-0s koncentracioju formalint hasznaltunk, négyszeres higitasban. A formalint
natriumkarbonattal vagy natrium-hidrogénkarbonattal neutralizaltuk. A rdgzitéshez
formalint vagy bouin keveréket (15 ml cc. vizes pikrinsav oldat + 5, 0 ml formalin + 1,
0 ml jégecet) hasznaltunk.

A fixalas utdn az anyagot kimostuk, majd un. felszallo alkoholsort alkalmazva
viztelenitettiik a mintakat. Az alkoholos viztelenités utan, az anyagunkat acetonba, majd
intermedierbe (xilolba) helyeztik. Az eljards soran az intermedierrel eltavolitottuk az
alkoholt és az acetont és az igy elSkészitett anyagot 56 C°-os, olvadt paraffinba
agyaztuk be, majd blokkoltuk és mikrotommal metszettiik. A mikrotomkésrdl a
metszeteket zsirtalanitott targylemezre huztuk, szobah8mérsékleten szaritottuk, 56 C°-
os termosztatban 15-35 percig inkubaltuk, majd xilollal deparaffinaltuk. A
deparaffinalas utdn metszeteinket Un. leszallo alkoholsorban készitettiik el6 a megfeleld
festési eljarashoz.

A metszetek altalanos vizsgalata soran hematoxilin- eozin kettds festési eljarast
alkalmaztunk. A magok festéséhez az (n. természetes festékek kozé tartozd
hematioxilint (10 ml 96 %-os alkoholban oldva 1 g hematoxilin és 200 ml meleg
desztillalt vizben oldva 20 g timsd, a két oldatot 0sszedntés utan felforraltuk és
oxidaltuk), a palzma megfestésére a xantén szarmazékok kozé tartozo eozint hasznaltuk
(a vizben oldodd eozinbdl 1%-os tdrzsoldatot készitiink, melyet egészen 0, 1%-osig
higitottunk tovabb).

A vérkenetek vizsgalatara a legaltalanosabban elfogadott mddszerként ismert
May-Grunwald-Giemsa festést hasznaltuk, mely soran bazikus festékként metilenkéket
és azurt, savanyu festékként eozint alkalmaztunk (térzsoldatok: 1 g metilénkék festék
100 ml desztillalt vizben oldva + 1 g azur festék 100 ml desztillalt vizben oldva + 1%
Na,COs oldat, 1: 1: 2 aranyu elegye). A bazikus festék a negativ toltésii sejtmagokat és
a bazofil granulocitak granulumait kékre, a negativ toltésii cozin a vordsvértesteket és

az eozinofilek granulumait pirosra festi.
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A csontveldvizsgalatok soran a mieloid sejtek markereként ismert naftol AS-D
Kloroacetat reakciot is alkalmaztuk. A paraffinba &gyazott mintdkat a reakcid
megkezdése elott minimum 30 percen keresztiil szobahdmérsékleten szaritottuk,
paramentes kornyezetben.

Differencialdiagnosztikai  problémék miatt keriilt el6térbe a C-KIT
immunhisztokémiai reakcio elvégzése. A pozitiv reakcio jelzi a C-KIT gén aktivacios
mutacidjat, azaz megerdsiti a diagnozist, ezen kiviil valdsziniisiti az imatinib kezelés
hatékonysagat is (Orosz 2005). C-KIT pozitiv reakcio a masztocitdzis mellett egyéb
patolégiai elvaltozasok jelenlétében is megfigyelhetd, példaul gasztrointesztinalis
sztrdmalis tumor esetében. A vizsgalat elvégzését indokoltnak tartjuk a gyomor-bél
rendszerben  kialakulé  léziok, primer és szekunder daganatok, illetve
differencialdiagnosztikai kérdések soran.

A hizosejtekb6l a degranulacid, illetve anafilaxids reakcié soran tobbféle
biokémiai mediator és kemotatikus anyag kerul a szervezetbe, ilyen példaul a B-triptaz.
Azok az anafilaktikus reakciok, melyek nem hizosejt aktivacio Utjan alakulnak Ki,
hanem példaul a komplement-rendszer aktivacidja révén, nem jarnak triptaz
emelkedéssel. Az a-triptdzt is a hizosejtek termelik, és ez az anyag magukbdl a
hizosejtekbol Uril kis mennyiségben. Az altaldban hasznalt triptdz assay mind az a-,

mind a B-triptazt méri, az immunhisztokémiai reakcié mindkét varianst kimutatja.

4. 10. A szerzo szerepe a folyamatban

A doktori munka végzése soran szertedgazd ismereteket, nagy gyakorlatot
igényl6 mintavételek, laboratoriumi elemzések, folyamatanalizisek és vizsgalatok
torténtek. A dolgozatot nem sikerilt volna elkészitenem megfelelé kilsé szakmai
segitség, illetve tanacsadas nélkil. A munka soran kdzremukddo kollégak segitséget ez
aton is kdszonom.

A vizsgalatok megkezdését természetesen a nemzetkdzi  irodalom
tanulményozasa el6zte meg, mely soran szdmtalan angol, német és svéd nyelvil

tankonyvet, szakcikket, ajanlast es protokollt olvastam at.
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Személyesen végeztem a masztocitdzisos betegek vizsgélatat témavezetém, Dr.
Varkonyi Judit ambuléns rendelési ideje alatt és alkalmanként a SE I11. Belgyogyéaszati
Klinika Hematoldgiai Osztalyan.

A betegektsl torténé mintavételek idején lehetésegeimhez mérten igyekeztem
jelen lenni, az aspiracios citologiai - €és csontmintdk nyerése soran esetenként
asszisztaltam is.

Rendszeresen  részt vettem a SE Ill. Belgydgyaszati  Klinika
Kutatélaboratoriumaban torténé molekularis genetikai vizsgalatok végzésén. A mérések
elott torekedtem a laboratoriumi modszerek és a statisztikai elemzések elsajatitasara. Az
adatok elemzését kollégaimmal egyttesen végeztik el.

Az eredmények ellenérzése utdn a magyar és angol nyelvii koézlemények

megirasa tette teljessé a munkamat.
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5. Eredmények

5.1. IL-6 -174 G/C SNP vizsgalat

Az IL-6 gen -174 G/C polimorfizmusaban nem taldltunk szignifikans eltérést a

betegek és a kontrollok kozott (1. tablazat, 2. abra).

1. tdbldzat: IL6 gén -174 G/C SNP vizsgalata betegek és egészséges kontrollok
esetében, eredmenyek 1.

maszti)citézis kontroll n=99 p érték
n=66
IL-6 -174 G/C
genotipus
GG 18 (27, 3%) 36 (36, 4%) 0, 1988
GC 32 (48, 5%) 49 (49, 5%)
cC 16 (24, 2%) 14 (14, 1%)
allél
G 68 (51, 5%) 121 (61, 1%) 0, 0843
C 64 (48, 5%) 77 (38, 9%)

IL-6 -174 G/C SNP

60

50

a0

20 M beteg
kontroll
20
) :. 1 B
0
GG GC CC

2. abra: IL-6 gén -174 G/C SNP vizsgalata betegek és egészséges kontrollok esetében,

eredmények I1.
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5. 2. IL-6R Asp358Ala (A/C) SNP vizsgalat

Az IL-6R gén Asp358Ala (A/C) SNP esetében a betegetek kdrében az ,,AA”
genotipus szignifikansan ritkbban fordult el6 az egészséges kontrollokhoz viszonyitva
(,,LAA” genotipus esetében P=0, 0317; ,,A” allél esetében P=0, 0229). Az masztocitdzis
kialakuldsdnak Odds récidja (OR) az ,,AA” genotipustak kdrében 0,4019 volt (95%
konfidencia intervallum (Cl)= 0,2013-0,8021; P=0,0088), a ,,C” allél hordozasa (,,AC”
és ,,CC” genotipus) esetén a masztocitozis gyakrabban fordult el6 (OR=2,488; 95%

Cl=1,247-4,967; P= 0,00888). (2. tablazat, 3. abra)

2. tablazat: IL-6R gén Asp358Ala (A/C) SNP vizsgalata betegek és egészséges

kontrollok esetében eredmények I.

masztocitdzis _ -
n=66 kontroll n=99 p értek
IL-6R -358 A/C
genotipus
AA 16 (24, 2%) 43 (44, 3%) 0, 0317
AC 40 (60, 6%) 44 (45, 4%)
CC 10 (15, 2%) 10 (10, 3%) 0, 00888
allél
A 72 (54, 5%) 130 (67%) 0, 0229
C 60 (45, 5%) 64 (33%)
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IL-6R -358 A/C SNP

50
45

40
35
30
25 W beteg
20 kontroll
15
10

s m

0

AA AC CcC

3. abra: IL-6R gén Asp358Ala (A/C) SNP vizsgalata betegek és egészséges kontrollok

esetében, eredmények II.

5. 3. Az II-6 -174 GIC és az IL-6R Asp358Ala (A/C) SNP-k eléfordulasanak

egylttes elemzése

Az IL6 és IL-6R génpolimorfizmusanak egyuttes elemzése soran tovabbi
kovetkeztetéseket is levonhatunk. Masztocitdzis halmozottan jelentkezett az IL-6R gén
AC heterozigdta formai mellett, leggyakrabban az IL-6 gén GC allél és az IL-6R gén

AC allél egylttes hordozasa esetén igazolodott (4. abra).

- 46 -



DOI:10.14753/SE.2015.1788

an%q | MMastocytosis
O Cenfral
30% 1
20% 1
10% 4
0%+
GG GC CC GG GC CC GG GC CC
AR AC cC

4. dbra: Az IL-6 gén -174 G/C és az IL-6R gen Asp358Ala (A/C) SNP egyiittes
vizsgélata; a grafikon vizszintes tengelyének feliratozasa: fels6 sor — IL-6 gén -174 G/C
SNP, genotipus; alsé sor — IL-6R gén Asp358Ala (A/C) SNP, genotipus megoszlasa

betegek és egészséges kontrollok esetében, eredmény

5. 2. Komplement rendszerrel kapcsolatos vizsgalatok

Doktori munkdm soran elemeztik a komplement rendszerrel kapcsolatba
hozhatd betegségekben leggyakrabban vizsgalt komplement paramétereket (CH50, C3,
C4), valamint az oroklott és szerzett C1-INH hidny gyanUja esetén vizsgalt
paramétereket (C1-INH szint es aktivitas, C1-INH ellenes antitestek szintje, C1q, C1q
ellenes antitestek szintje).

Osszességében megallapitottuk, hogy a vizsgalatok soran nem tapasztalhato eltérés a

normalis tartomanytdl a betegek median- és atlagertékeit tekintve (3. és 4. tablazat).
A kapott értékeket egyesével attekintve talaltunk kis szazalékban normal tartomanyon

kiviil esd értéket: Sziikségesnek tartjuk hangsulyozni, hogy az eltéré értékek nem

ugyanahhoz a beteghez tartoztak.
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3. tablazat: A SE Ill. Belgyogyéaszati Klinika Masztocitozis Kdzpontjaban gondozott

betegek komplement értékei, eredmények 1.

betegeink értékei,

normalérték median

CP, CH50 U/mi 48-103 68

Clq, mg/l 60-180 107
C4, g/l 0, 15-0, 55 0,3
C3, g/l 0,7-1,8 1,17
C1INH, % 70-105 95

C1INH, g/l 0, 15-0, 3 0,22
Anti-C1INH (1gG), AU/ml 0-2,0 0,01
Anti-C1INH (IgA), AU/ml 0-0,6 0, 04
Anti-C1INH (IgM), AU/ml 0-12 1,8
Anti-C1q (1gG), AU/mI 0-52 4

4. tablazat: A SE lll. Belgydgyaszati Klinika Masztocitdzis Kdzpontjaban gondozott

betegek komplement értékei, eredmények Il

betegeink értékei

normalérték normal normal
minimum | maximum | tartomanyon | tartomanyon
kivil (db) kivil (%)

CP, CH50 U/ml 48-103 51 108 0 0
Clg, mg/l 60-180 56 226 3 6,7
C4, g/l 0,15-0,55 | 0,14 0, 57 1 2,17
C3, g/l 0,7-1,8 0, 65 2,36 2 4,35
C1INH, % 70-105 80 122 5 10, 87
C1INH, g/l 0, 15-0, 3 0, 13 0, 39 3 6,7
Anti-C1INH (IgG),
AU/ml 0-2,0 0 0,3 0 0
Anti-C1INH (IgA),
AU/ml 0-0,6 0 0,3 0 0
Anti-C1INH (IgM),
AU/ml 0-12 0 14 3 6,7
Anti-C1q (IgG),
AU/mlI 0-52 0 69 1 2,17
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5. 4. Estebemutatasok, elemzések

A masztocitozist a ritka betegsegek kozé soroljuk. A betegség genetikai
hatterének alaposabb megismerését a diagnosztikai probléméak is nehezitik.
Véleménylnk szerint a betegség molekularis genetikai értelmezése els6ésorban a
kiilonbozé vizsgalatokba bevont esetek szamanak novelésével oldhatd meg. Az
esetszam novelésének egyetlen mddja a betegek centrumokban torténd regisztracioja,
szilkség esetén kezelése. A kiilonbozd regiszterek elkészitése lehetdvé teszi egy
surveillance rendszer kidolgozasat, ezéltal a mintak kiilonb6zd vizsgalatokba torténd
bevonasat.

Elképzelésiink szerint a diagnosztizalas is a centrumok feladata kozé tartozik,
ezért a betegek megfeleld iranyitdsa mar a betegség gyantja esetén is sziikséges. A
szOvettani mintavételek, a hisztoldgiai, a citologiai és a molekularis genetikai

vizsgalatok végzése is kizarolag megfelelé intézményi hattér esetén biztosithato.

5.4. 1. 1. szamu eset bemutatasa

Betegiink korlefolyasat és betegsége diagnosztizalasat bemutatva szeretnénk
betekintést nyujtani a klinikai munka 1épéseirdl. Klinikankon jelentkez6 férfi beteget
kb. 40 éven keresztil gondoztak, az egész testén jelentkezd, viszketd, barna szinli
borelvaltozasai miatt, melyet urtikdria pigmetdzaként diagnosztizaltdk. Szovettani
vizsgalat Giemsa festéssel a dermiszben jelentés szamu hizdsejtet igazolt, melyek
citoplazmaéjaban szekrécios vakudlumok abrazolodtak. Molekularis vizsgalat intenziv c-
KIT expresszit igazolt.

A korlefolyas soran kronikus hasmenés jelentkezett, mely loperamidra nem
reagalt. Differencial diagnosztikai okokbdl laktdz intolerancia, Helicobacter pylori és
széklet mikrobioldgiai vizsgalat, valamint kolonoszkopia tortént, melyek kaéros
elvaltozast nem igazoltak. A beteg allapotdban tovabbi progressziét a recidivalo,
rendszeres punkciot igénylé melltiri folyadék jelentett, az izzadmany citologiai
vizsgalata malignitast nem igazolt.

A beteg Klinikankon 81 éves koraban jelentkezett els6 alkalommal makrociter
anémia, emelkedett SAP, az életét megkeseritd kronikus hasmenések, foként az esti
orakra elviselhetetlenné¢ valo viszketés, a mellkas csapolast kovetéen rendre

visszatel6d6 pleuralis folyadék és a diffuz csontfajdalmak okanak tisztazasa céljabdl.

- 49 -



DOI:10.14753/SE.2015.1788

Fizikalis vizsgalat soran ekkor Kkiterjedt b6ér manifesztaciot, jelentds maj- és

Iépmegnagyobbodast észleltiink (5. abra).

5. abra: |. szam( eset; megfigyelhetéek a Kkiterjedt borelvaltozasok és a kifejezett

hepato- szplenomegélia.

Szovettani vizsgalat céljabol a borbdl és a vastagbélbdl mintavétel tortént. A szdvettani

6. adbra: BOr szovettani metszet részlet, abnormalis morfol6giaji masztocitak, May-

Grinwald- Giemsa festés, SE I. Patoldgiai Intézet anyagabdl

-50 -



DOI:10.14753/SE.2015.1788

let, megfigyelhet6 a barnas-voros szint mutato, c-

€Sz

7

7. dbra: Bor szovettani metszet r

KIT pozitiv reakcio

és

, HE fest

s

-invazio

8. abra: Bél szOvettani metszet részlet, megfigyelheté a masztocita
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9. abra: Bél szOvettani metszetben kimutatott triptaz aktivitas, barnds szinreakcid

jelentkezése esetében pozitiv a teszt

Az oszteo-denzitometria jelentésen csokkent csont siirliséget, fokozott téréskockazatot
mutatott: Z score -1. 71 (64%) és T score -3, 50 (47%) / ulnaris; Z score -1. 32 (73%) T
score -2. 92 (56%) / distal. A sulyos csontelvaltozasokat rontgenfelvételek igazoltak
(10. &bra).

10. abra: A felkar atépult csontszerkezetét bemutatd rontgenfelvétel, az elvaltozés
jeldlve.
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Laboratoriumi  vizsgalatok kisfoku eozinofiliat, makrociter anémiat és
trombopéniat mutattak. Az anémia héatterében részben vitaminhiany, illetve a kronikus
hasmenés kovetkeztében kialakult malnutricié allt (5. tablazat). A magas triptaz szint
kiterjedt megbetegedésre utalt. Az emelkedett SAP a maj és a csont érintettségét is

jelezte.

5. tablazat: A beteg laboratériumi leletei a megjelenéskor és a progresszid idészakaban,
SE I11. Belgydgyaszati Klinika laboratoriumabdl (* a vizsgélat a fent nevezett lengyel

laborat6riumban tortént)

Laboratériumi Laboratériumi Referencia értékek
vizsgalatok leletek
Elso A
jelentkezéskor | progresszio
idoszakaban
WBC 7, 80 11, 98 4,0-10, 0 x 10'9/L
Neutrofil sejt 74 60 53-75%
Limfocita 10 6 25-40%
Monocita 5 2 2-10%
Eozinofil 12 33 0-5%
RBC 2,46 2,09 4,50 -5, 90 x10%/L
Hemoglobin 86 73 140-175¢/I
HCT 0, 27 0,21 0, 36 -0, 48
MCV 109 101 80-96 fl
Trombocita 115 x 10'9/L 31 150-400 x 10'9/L
SAP 150 U/L 130 40 -129 U/L
Szérum folsav 17,5 - 6, 0 -39, 7 nmol/L
Se B12 163, 9 - 145, 0 -637, 0 pmol/L
Triptaz * 611 - <20 ng/ml

A Kilinikankon elvégzett fels6 hatso csipdtovis biopszia szovettani feldolgozasa
és citologiai vizsgalata a SE . Patologiai Intézetében tortént, Dr. Csomor Judit
féorvosné iranyitasa mellett. A minta gazdagon granulalt, kerekded, finom kromatin

szerkezetli magvas hizosejtes infiltratumot irt le, az aramlasi citometria vizsgalat 1, 7 %
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CD2-CD25-CD117 héarmas ko-expressziot mutatd szisztémas masztocitdzisnak

megfelel6 fenotipusi sejtet igazolt (6. tablazat).

6. tablazat: A beteg 2008-PA10/01251 szamu lelete; SE 1. Patologiai és Kisérleti
Rakkutatd Intézet, Dr. Barna Gabor eredményei alapjan

Aramlasi citometria:
Kontrollok (aspecifikus immunglobulin kétodés kimutatésa)

IgG FITC IgG RPE Cy5 az 6sszes sejt kdzott mind 1, 0% alatt
Sejtmegoszlas a CD45-SSC diagramm alapjan

Limfoidok 3, 8%
Monocitak 3, 6%
Granulocitak 73, 1%
Progenitor sejt 5%

A szubpopuléciok megoszlasa az 6sszes sejt kdzott

CD2 6, 3%

CD117 5, 5%

CD25 2, 6%

1, 7% CD2-CD25-CD117 pozitiv sejt talalhat6
A csontvel6 sejtjeinek 3, 8%-a limfoid sejt, 3, 6%-a monocita, 73% granulopoetikus sejt
jelent meg. A blasztkapuba 5% progenitor sejt esett. A csontveldben CD2-CD25-Cd117
harmas expresszidju sejt 1, 7%-ban jelent meg.

A beteg DNS mintajaban a c-KIT gén 17-es exonjan pontmutaciot, citozin-timin
baziscserét igazoltunk a 798-as kodonban, a 81350-es pozicidban. Ez az Ugynevezett
csendes, azaz nem aktivald mutaciok kozé tartozik, a c-KIT fehérje aminosav
sorrendjében eltérést nem okoz (Dr. Kovalszky llona lelete szerint).

A masztocitézis diagndzisdhoz szilkseéges kritériumok kozul az alabbiak
fordultak el6 betegiinknél:

A major kritériumként meghatarozott hizosejtes infiltracio és klaszterképzodés
Kimutatasa, illetve ezek immunhisztokémiai igazolasa megtortént. A csontvel6i
kenetben és a vastagbél metszetében igazoltuk a hizésejtes infiltraciot, és a minimum 15
masztocitabol allo klaszterek meglétét. A hizdsejtek egynegyede a normalistdl eltérd
morfologidju volt, mely az egyik minor kritériumnak megfelel. A masodik minor
feltételt, azaz a CD 117+, CD 2+, CD 25+ harmas ko-expressziot aramlasi citometriaval
igazoltuk. A beteg szérum triptaz szintje a 20 ng/ml értéket tobbszorosen meghaladta

(661 ng/ml), mely szintén az egyik minor kritérium. Osszegezve: betegiink a major
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kritériumnak, és a négy minor kritérium kozul haromnak megfelelt. Jelen esetben a c-
KIT Asp816Val kodonmutéciéo nem allt fenn, a DNS vizsgalat c-KIT 17 exon 798
kodon 81350 I6kuszon igazolt csendes mutaciot.

A betegség korlefolyasa soran tobb alkalommal allt médunkban elemezni a
komplement rendszer paramétereit. A komplement rendszerrel kapcsolatba hozhato
betegségekben leggyakrabban vizsgalt komplement paramétereket (CH50, C3, C4),
valamint az 6roklott és szerzett C1-INH hiany gyanUja esetén vizsgalt paramétereket
(C1-INH szint és aktivitas, C1-INH ellenes antitestek szintje, Clq, Clq ellenes
antitestek szintje) mértik ELISA modszer segitségével. A mért paraméterek valtozasait
vetettiik Ossze a korlefolyas soran jelentkez6 tiinetekkel.

Betegiink kdvetése soran megprobaltunk oOsszefiiggést talalni a komplement
rendszer vizsgalt paramétereinek és a beteg altalanos allapota, tiineteinek megjelenése
kozott. A betegtdl 6 alkalommal vettiink vért altalanos kontroll-, illetve a komplement
rendszer elemeinek vizsgalata céljabol. A vizsgalatok soran megallapitottuk, hogy a
mért paraméterek a normal tartomanyon belil mozogtak (7. tablazat). A korfolyamat
soran jelentkezd akut allapotvaltozasokat nem kovette a komplement rendszer adott

elemeinek valtozésa.

7. tablazat: A beteg komplement paramétereinek median értéke a betegség kérlefolyasa

soran
beteg értékei
6 minta alapjan,

normalérték median
CP, CH50 U/mi 48-103 59, 5
Clqg, mg/l 60-180 119
C4, g/l 0, 15-0, 55 0, 225
C3, g/l 0,7-1,8 1,02
C1INH, % 70-105 89, 5
CLINH, g/l 0, 15-0, 3 0, 205
Anti-C1INH (IgG),
AU/ml 0-2,0 0
Anti-C1INH (IgA),
AU/ml 0-0,6 0
Anti-C1INH (IgM),
AU/ml 0-12 0
Anti-C1q (IgG), AU/ml 0-52 4
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5.4. 2. 11. szamu eset bemutatasa

A 78 esztend6s nébetegnél csont biopszia mintaja (11. &bra) alapjan szisztémas
masztocitozist diagnosztizaltak, mely esszencialis trombocitémiaval (ET) tarsult.

11. dbra: A beteg csont biopszia mintaja, kifejezett masztocita infiltracio, 3. fokozatl
fibrézis; HE festés

ET miatt napi 100 mg acetil-szalicilsavat szedett rendszeresen. Egyéb betegsegei
kozll kiemelnénk 2-es tipusu, inzulinnal kezelt diabétesz mellituszat, hipotireozisat és
végtagokon is jelen 1évé barnasvorés papulakat észleltiink, jelentés maj- és
I[épmegnagyobbodas mellett. Koros méretli nyirokcsomét nem tapintottunk. Betegik
légzési panaszai hatterében radiologiailag igazolt, jelentGs mennyiségli, a bal alsd
tiid6lebenyt 6sszenyomd folyadék allt (12. abra).
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A

12. &bra: A beteg mellkasrontgen felvétele, megfigyelheté6 nagy mennyiségi mellkasi

fluidum

A melliiri folyadék tobb alkalommal visszateldott, emiatt rendszeresen pleuralis
punkciot alkalmaztunk, alkalmanként 1, 8-3, 2 | melliri szalmaséarga folyadékot
bocsatottunk le. Diuretikumok és talkumos pleurodézis sem vezetett eredményre.
Intézetiinkben végzett csontveld elemzése a kordbban feléllitott diagndzist -szisztémas
masztocitdzis, és esszencialis trombocitémia egyiittes fennallasa- megerdsitette (13. és
14. abra).
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13. abra: A beteg csontvel6 mintaja, narancsvords szinnel jelentkezé naftol-AS-D-

Kloroacetat pozitivitas

14. &bra: A beteg csontvelé mintaja, megfigyelheté a barna szinreakciot mutaté triptaz

pozitivitas
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Molekuléris genetikai vizsgéalatok D816V c-KIT mutéciot igazoltak a 17-es
I6kuszon; JAK2 V617F mutaciot, illetve bcr/abl géntranszlokéaciot nem igazoltunk. A
beteg kariotipusa 46, XX volt. Genetikai vizsgalatunk TCRgamma-, Ig nehézlanc-, és
FIP1L1-PDGFR- - fuzidt sem igazolt. A beteg triptaz szintje 200 ng/ml (normalérték 20
ng/ml alatt) volt, alkalikus foszfataz értéke is emelkedett volt (&tlagosan 158 U/l). A
korlefolyas sordn mért legmagasabb vérlemezke szdm az INF-a terapia bevezetése el6tt
985*10° /I volt. Az INF-a heti 3x3 mIU/hét ddzis bevezetése utén a vérlemezke széma
rendez6dott és a mellkasi fluidum visszatelddését sem észleltlik, a beteg erre vonatkozo
panaszai megszlntek. Az észlelt makrocitdas anémia miatt differencial diagnosztikai
okokbol szérum B12- és folsav- szint meghatarozast kériink, melyek normalisnak
bizonyultak. A csontsiirliség vizsgalat oszteoporozist igazolt. A betegnél glutaminsav-
dekarboxilaz antitestet nem tudtunk igazolni, a C-peptid-szint normalis volt (1, 61 ng/ml
és 2, 05 ng/ml — normalérték 0, 8-4, 2 ng/ml), amely az inzulinszekrécio jelenlétét
igazolta. TSH szintje a normalisnal magasabb (5, 3 mIU/L —normaélérték: 0, 55-3, 75
mUI/L kozoétt), periférias hormonszintjei a normalisnal alacsonyabb értéket mutattak
(fT3 1, 3 pmol/L — normalérték: 1, 9-5, 7 pmol/L kdz6tt; fT4 9, 1 pmol/L — normalérték
10-22 pmol/L kozott), emiatt hormonpdtlo terapiat vezettink be. A betegnél anti-
peroxidaz és anti-tiroglobulin antitestet ELISA moddszerrel kimutatni nem tudtunk. A
pajzsmirigy hormonok pétlasa a beteg anémiajat nem javitotta. Immunglobulin analizist
végeztink, mely alapjan az IgA- és IgM-szint normalisnak bizonyult (IgA 1, 43 g/L —
normalérték 0, 7-4, 0 g/l kozott; IgM 1, 83 g/L —normalérték 0, 4-2, 3 g/L kozdtt), az
IgG értéke a normalisnal magasabb volt (IgG 23, 26 g/L- normalérték 7-16, 0 g/L
kozott). A vizeletvizsgélat proteimuriat (237 mg/nap) és kappa- konnytilanc tritést

igazolt.

A SE Illl. Belgyogyaszati Klinika Kutatdlaboratériumaban a beteg komplement
analizise rendszeresen megtortént (eredményeket reszletesen a 8. tablazatban tlintettiik
fel), mely a komplement rendszer klasszikus aktivacios utvonalaban részt vevo faktorok
szérumszintjében mutatott normalértékektdl valo eltérést, a Clg koncentracio
szignifikdnsan magasabb volt, a C3 és C1INH koncentracioja a normal tartomany alatt

maradt.
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soran
beteg értékei
6 minta alapjan,
normalérték median

CP, CH50 U/ml 48-103 46, 5
Clqg, mg/l 60-180 250

C4, g/l 0, 15-0, 55 0, 16
C3, g/l 0,7-1,8 0, 54
C1INH, % 70-105 83
C1INH, g/l 0, 15-0, 3 0,13
Anti-C1INH (1gG),

AU/mlI 0-2,0 0
Anti-C1INH (IgA),

AU/mI 0-0,6 0
Anti-C1INH (IgM),

AU/ml 0-12 1
Anti-Clq (IgG), AU/mlI 0-52 12

Cl-inhibitor (INH)-, és Clg-ellenes antitesteket nem detektaltunk, de a Clq
szérumszintje a normalistol eltér6 volt. A beteg szérumaban esetleg jelen 1évo
komplement konszumpcids faktorok kimutatdsa céljabol komplement fogyasztasos
tesztet végeztink. Az eredmények alapjan megallapitottuk, hogy a beteg szérumaban a
kontrollcsoporthoz képest nem mérhet6 alacsonyabb aktivitas (median: 96%, 79-99, 5%
interquartilis rata). Ezek alapjan feltételezziik, hogy fenti beteg esetében komplement

konszumpcio nem igazolddott.

5. 3. Egyéb statisztikai elemzések

A masztocitozis kiilonféle formaiban szenvedé betegek csoportjat tovabbi
szempontok szerint elemeztiik, mint az alcsoportok Osszetétele, a betegek életkora,

neme és szérum triptaz értéke.
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5. 3. 1. Alcsoportok szerinti megoszlas

Kutan és egyéb alcsoportba sorolhatd masztocitdzis megoszlasa a mintankban:
kutan masztocitozis 27 esetben (40, 91%). nem kutan forma 39 esetben (59, 09%)
fordult el6. A nem kutan esetek aranya a kovetkezd volt: 27 indolens szisztémas
masztocitdzis (40, 91%), 3 szmoldering szisztémas masztocitozis (4, 54%), 6 szisztémas
masztocitézis tarsuldé nem masztocitdzisos hematoldgiai betegséggel (9, 091%), 2

agressziv szisztémas masztocitdzis (3, 03%), 1 hizosejtes leukémia (1, 51%).

5. 3. 2. Nemek szerinti megoszlas

A nembeli kilénbségek alapjan: a férfi - néi arany 26: 40 volt, betegeink 39,
39%-a ferfi, a 60, 61% né.

Nemek szerinti kiilonbségek a kiilonbdzo alcsoportokban; illetve alcsoporton
beliil a nemek szazalékos el6fordulasa:
- kutan masztocitozis: no: 35 0, 89, 7%; férfi: 4 {6, 10, 3%
- indolens szisztémas masztocitozis: nd: 23 0, 85, 18%; férfi: 4 16, 14, 82%
- szmoldering szisztémas masztocitozis: né: 2 £6, 66, 66% férfi: 1 6, 33, 33%
- szisztémas masztocitdzis tarsulé nem masztocitdzisos hematologiai betegséggel: né: 4
16, 66, 66%, férfi: 2 £6, 33, 33%
- agressziv szisztémas masztocitozis: nd: 0 16, férfi: 2 £6, 100%
- a hizosejtes leukémiaban szenvedd beteg: n6: 1 6, 100 %

Az dltaldnos masztocitézis nembeli megoszlasanak ismerete alapjan
megallapithatjuk, hogy a n6i dominancia a jellemz6. Ez alol kivételt képez az agressziv
szisztémas masztocitozis betegcsoport, ahol minden beteg férfi volt (nem szabad

figyelmen kivil hagynunk az alacsony esetszamot, itt sszesen 2 esetlink volt).

5. 3. 3. Eletkor szerinti megoszlas

Eletkor szerinti vizsgalat céljabol attekintve a kiilonboz6 alcsoportokat:

- kutan masztocitozisban szenvedok atlagéletkora 34, 74 év (1-78 év kozott)
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- indolens szisztéméas masztocitézisban szenveddk atlagéletkora 41, 59 év (19-66 év
kozott)

- szmoldering szisztémas masztocitozisban szenveddk atlagéletkora 51, 67 év (48-56 év
kdzott)

- szisztémas masztocitézis tarsuldé nem masztocitdézisos hematoldgiai betegséggel
korképben szenved6k atlagéletkora 65, 67 év (51-81 év kdzott)

- agressziv szisztémas masztocitozisban szenved6k atlagéletkora 77, 5 év (73-80 év
kdzott)

- a hizosejtes leukémiaban szenvedd beteg életkora 35 év.

Eletkor szerinti bontés alapjan azt mondhatjuk, hogy a legnagyobb széras kutan
masztocitdzis esetében igazolodott. A legfiatalabb betegek a kutdn masztocitozis
alcsoportbol keriiltek ki, a legidésebbeket a szisztémas masztocitozis tarsulo
hematolGgiai nem masztocit6zisos betegség és az agressziv szisztémas masztocitozissal

€16 alcsoportokban kell keressiik.

5. 3. 4. Triptaz szint szerinti megoszlas

A WHO ajanlasa szerint szérum triptaz szint meghatarozasa sziikséges betegség
gyanuja esetén, az enzim emelkedett szintje (normalérték 20 ng/ml alatt) a betegség
minor Kritériumai kdzott szerepel. Sajnos finanszirozasi és technikai okok nem teszik
lehetdvé hazankban a vizsgalat rutinszerii elvégzését. A magyar betegek szérum triptaz
szintjének meghatarozasa Gdanskban tortént. A jelen vizsgalatba kerilt lengyel és
osztrak betegek szérum triptdz szintje rendelkezésiinkre allt, ezért azokbdl tovabbi
elemzéseket tudtunk elvégezni.

A betegek szama 46 6 volt, 27 n6 és 19 férfi esetében tudtuk a szérum triptaz
szintjét vizsgalni. Az 6sszes betegre vonatkoztatva az atlagérték 210, 48 ng/ml volt, a
két sz€1s6 érték 2, 14 és 2357 ng/ml volt.

Alcsoportok szerinti bontasban a kovetkez6 eredményt kaptuk:

- kutdn masztocitézis: atlag: 10, 54, min.: 2, 41, max.: 21, 5 ng/ml
- indolens szisztémas masztocitozis: atlag: 48, 67, min.: 13, 8, max.: 112, 0 ng/ml

- szmoldering szisztémas masztocitozis: atlag: 559, min.: 181, max.: 937 ng/ml
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- szisztémas masztocitozis tarsuld nem masztocitdézisos hematoldgiai betegseggel: egy

eset tartozott ide, 243 ng/ml értékkel

- agressziv szisztémas masztocitdzis: egy eset tartozott ide, 2357 ng/ml értékkel

- a hizosejtes leukémidban szenvedo beteg: egy eset tartozott ide, 489 ng/ml értékkel.
Az adatokat Aattekintve megallapithatjuk, hogy a maximaélis triptaz szintet

agressziv szisztémas masztocitozis esetében meértlik, a legalacsonyabb szint a kutan

forma esetében jelentkezett. Atlagos értékeket vizsgalva (ahol volt atlagos érték, tehat

CM, ISM, SSM eseteében), azt mondhatjuk, hogy az alcsoportokon belil a kutan

forméban igazoltuk a legalacsonyabb, indolens formanal a kozepes, és szmoldering

forméaban a legmagasabb értéket.
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6. Megbeszélés

Doktori munkam sordn a masztocitozis betegség kialakulasaban a nemzetkozi
irodalmi adatok alapjan feltételezhetden szerepet jatszo interleukinok egyponta
nukleotid polimorfizmusait, valamint a hizosejtek kialakul&sara és differencialodasara
hato lehetséges tényezéként komplement vizsgéaltok eredményeét analizaltam.

Az SNP-k felelések az emberi genom valtozatossagaért. Atlagosan 100-300
bazisparként fordulnak eld, a populacioban merhetd gyakorisaguk 1% koriili. Jelen
tudasunk szerint a SNP-ok egy része a szervezetre hatassal nem bir, mas része bizonyos
tulajdonsag megjelenésével, illetve bizonyos megbetegedések kialakulaséaval, hajlammal
all 6sszefliggésben (Buzéas és mtsai 2007).

A masztocitozis kialakulasaban a c-KIT mutacidja meghatarozé jelentéséggel
bir (Valent és mtsai 2005). A nevezett receptort kodold szakasz szerkezetében
bekdvetkezett valtozas a masztocitozison kivill egyéb betegségek esetében is igazolhato:
gasztrointesztinalis sztroma tumor (Heinrich és mtsai 2003), tesztikularis szeminéma
(Kemmer és mtsai 2004) egyéb mieloproliferativ korképek, mint policitémia vera
(James és mtsai 2005), esszencialis trombocitémia (Levine és mtsai 2005) és akut
mieloid leukémia (Care és mtsai 2003) kialakulasaval is kapcsolatban all. A c-KIT
Asp8l6Val (D816V) mutaciot csak a betegség egyik diagnosztikai kritériumaként
tartjuk szamon; SM-ban szenvedé felnéttek korében a pozitivitas 80-90%, SM-ban
szenvedd gyermekek esetében a pozitivitas 44% (Schumacher és mtsai 2008, Lange és
mtsai 2012).

A hizosejtek differencialodasara, érésére hatd kiilonb6z6 citokinek és
interleukinok azonositasat kordbbi vizsgalatok soran elvégezték, hatéasaikrol
tudomanyos értekezések allnak rendelkezésunkre. Receptorainak génallomanyaban
bekovetkez6 SNP-ok hatasdra az adott citokin szérumban mérhetd koncentracidja
megemelkedik, mely kdvetkeztében a hizdsejtekre gyakorolt hatasa is effektivebb lesz.

Szamos adat all rendelkezésiinkre a hizosejtek novekedésében szerepet jatszo
faktorokrol, igy tudjuk, hogy abban nem csak a SCF, hanem kiil6nb6z6 citokinek is
részt vesznek. llyenek példaul az 11-4, IL-6, IL-10 és az IL-13 (Nedoszytko és mtsai
2009).
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Masztocitdzisban szenvedé betegeknél emelkedett szérum IL-6 szint figyelhetd
meg, a betegség sulyossaga korreldl az interleukin szérumban mérhetd
szint, a fehérveérsejt és neutrofil szam és az IL-6 plazmaszintje kdzo6tt (Brockow és mtsai
2005). Az IL-6 inflammatorikus folyamatokban szerepet jatszd citokin. Mononukleéris
fagocitdk, fibroblasztok és aktivalt T-sejtek &ltal termelt anyag, amely az egyik
legfontosabb mediatora a laznak, illetve az akut fazis folyamatoknak, kronikus
gyulladas kialakulasanak, valamint 0©sszetett szerepe igazolhatdé a tumorsejtek
progresszidjaban, tulélésében, és az angiogenezisben (Ara és mtsa 2010).
bekovetkezd -174 G/C SNP hatasara megemelkedik az IL-6 szérumszintje (Yalcin és
mtsai 2011). Fenti eredmények alapjan feltételeztiik a hizdsejtek felszaporodasaval jard
megbetegedés, a masztocitdzis és az IL-6 -174 G/C SNP kozotti dsszefliggést. Jelen
vizsgélatainkkal nem tudtunk szignifikans kilonbséget kimutatni az IL-6 -174 G/C
allélfrekvenciajaban egészséges kontrollok és masztocitdzisban szenvedé betegek
korében.

Az IL-6R exonjanak funkcionélis polimorfizmusa (Asp358Ala) az IL-6
membranhoz torténd kapcsolodasanak megvaltozasahoz vezet (Galicia és mtsai 2004).
A szolubilis IL-6R szekvesztracion keresztiil befolyasolja a szérumban mérheté 1L-6-
szintet (Rose-John és mtsai 2008).

A nevezett polimorfizmust vizsgalva tobb eredményt is kozoltek a ,,C* allél
eléfordulasaval kapcsolatban, mely az IL-6 és az IL-6R magasabb szérumszintjét
eredményezi (Galicia és mtsai 2004, Reich és mtsai 2007).

Eredményeink alapjan az IL-6R Asp358Ala (A/C) SNP el6fordulasaban
talaltunk szignifikans kilonbséget az egészségesek és a betegek kozott:
masztocitdézisban szenveddk korében a ,,C” allél hordozasat (azaz ,,AC”, ,,CC”
genotipust) talaltuk gyakoribbnak. Az IL-6 -174 G/C SNP elemzése soran szignifikans
kilonbség nem igazolodott.

Az IL-6 -174 G/C, illetve az IL-6R Asp358Ala (A/C) lokuszon el6fordulé SNP-
k egyuttes elemzését is elvégeztiink, a vizsgalat soran szignifikans eltérést tapasztaltunk.
Az IL-6R -358 lokuszon igazolhato ,,AA” és az IL-6 -174 16kuszon jelen 1évé ,,GG”

genotipus egylittesen szignifikansan ritkabban fordult el6 betegeink korében. Ez alapjan
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feltételezziik, hogy e két genotipus egyiittes jelenléte védo hatast jelenthet a betegség
kialakuldsdval szemben, mely pontos hatasat jelenleg nem ismerjiuk. Ismételten
megjegyeznénk azonban, hogy az allélfrekvencia valtozdsa nem azonos a betegség
kialakulasaval. Ez minddssze azt jelenti, hogy bizonyos allél hordozasa esetében egy
adott betegség kialakuldsanak hajlama, azaz el6fordulasanak gyakorisaga valtozik.
Adott genetikai eltérések hatéséra, azaz jelen esetben a c-KIT D816V mutécidja, az IL-
6R -358 16kuszon jelen 1év6 ,,AC” és az IL-6 -174 lokuszon igazolt ,,CG” allél egyuttes
hordozésa esetében a betegség gyakrabban fordul el6. A folyamatban feltételezhetéen
tovabbi, jelenleg még nem azonositott egyéb tényezok is szerephez jutnak.

A hizoésejtek érése nem kizarélag interleukinok hatdsara torténik. A folyamat
soran szamos egy¢b tényez0 hatasa is szerepet jatszik a genetikai eltérések mellett.

A komplement rendszer szerepe a kdérokozok elleni védekezésben, a normalis
gyulladasos vélasz és az immunfolyamatok szabalyozédsaban jol ismert. Kiilonb6z6
korképek kapcsan a komplement rendszer bizonyos elemeinek eltérései figyelhetok
meg, melyek jellemz6k lehetnek a kiillonbozé betegségekre. A hizosejtek
aktivacidjaban, a kemotaxisuk meértékében, a hisztamin felszabadulasban és a hizdsejt
fliggd gyulladasos valaszban elengedhetetlen a komplement rendszer bizonyos
elemeinek —C3, C3a, C3b, C3d, C4, C4a, C5a, - aktiv kdzremiikodése.

CH50 aktivitas meghatarozasaval a teljes komplement aktivitas jellemezhets. A
CH50 normalis aktivitasatdl valo eltéréssel jarnak akut, illetve kronikus gyulladasok,
kiilonboz6 genetikai eltérések és bizonyos hematoldgiai betegségek. Alacsony CH 50
aktivitas figyelhetd6 meg példaul kronikus majbetegség, kronikus és akut
glomerulonefritisz, reumatoid artritisz, hemolitikus anémiak, szisztémas lupusz
eritematozis esetében. Emelkedett CH 50 aktivitassal jarnak az akut gyulladasos
allapotok, bizonyos leukémiak, a Hodgkin-kér és a Behcet-betegség. A teljes
komplement aktivitds szamszerli jellemzése kiindulépontként szolgal bizonyos
betegségek és a komplement rendszer 6sszefliggeseinek elemzése soran. A dolgozat
elkészitése soran tortént vizsgalatok nem mutattak kilonbséget az egészséges kontrollok
és betegek CH 50 aktivitasa kdzott.

A Clg a komplement rendszer klasszikus aktivacid Utjanak fé6 komponense,
mind az antitest-fliggd, mind az attol fuggetlen immunvalaszban vesz részt (Kishore és

mtsa 2000). C1q deficiens allatkisérletek alapjan kovetkeztethetiink szerepére, mely az
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autdimmun folyamatokban és a humorélis immunvalaszban nyilvanul meg (Walport és
mtsai 1998). A Clq hiany, egy ritka, autoszomalis recessziv 6roklédésii rendellenesség,
mely visszatéré boérelvaltozasokkal, kronikus fertézésekkel jar egyutt. Jelen
vizsgalataink alapjan nem igazoltunk kilonbséget az egészséges kontrollok és betegek
Clq aktivitasa kozott.

Cl-inhibitor az egyik legfontosabb fékezéje a klasszikus aktivacios Utnak,
hianyaban a gyulladasos folyamatok fellangolasa, kifejezettebb szdvetkarositdo hatasa
figyelheté meg. A Cl-inhibitor helyi inaktivalddasat igazoltak gyulladasos szévetekben
(Erdei és mtsai 2004). Gyulladasos, illetve autdimmun betegségek esetében a
komplemet rendszer és a véralvadast szabalyozd rendszer dsszekapcsolt aktivacioja
figyelhet6 meg, melyben jellemzdéen vazoaktiv peptidek, és anafilatoxinok vesznek
részt. A hizosejtek bioldgiai funkcidi kozé tartozik a természetes és adaptiv
immunvalaszban, valamint az allergids folyamatokban torténé részétel, melynek egyik
kdvetkezménye az erek permeébilitdsanak fokozodasa. A C1-INH és a hizosejtek tehat
egyarant részt vesznek a gyulladdsos folyamatokban, vérerek permeéabilitasanak
szabalyozéasaban.

C1 INH hiény esetén klinikailag megnyilvanuldé HANO és a masztocitdzishoz
tarsuld6 MAT hasonl6 tunetekkel jar, ezért differencial diagnosztikaban fontos a két
betegség egymastol vald elkilonitése. C1 INH vizsgalatokat emiatt végeztiink
masztocitdzisban.

Az elvégzett vizsgalataink nem igazoltak C1-INH szint eltérést masztocitdzisban
szenved6 betegeinknél, csak egy (O.B.) esetben.

Bizonyos komplement eredetli anafilatoixikus peptidek, mint a C3a, a C3b, a
C3d, a C4a és a C5a komplexek hatasara a szérumban megné a hisztamin mennyisége
(el-Lahti és mtsai 1994), tovabba a fent nevezett peptidek erételjes aktivalo hatast
fejtenek ki a hizosejtekre (Erdei és mtsai 2004). A C3a és Cbha peptid ezen kivil
szerepet jatszik a human koldokzsinérvér és a bérben talalhato hizosejtek migraciojaban
(Hartmann és mtsai 1997). Allatkisérletek soran végzett C3 protein kezelés hataséra
fokozott peritonedlis hizdsejt aktivacid, TNF-o termelés, neutrofil toborzés, baktérium
opszonizacid, és fagocitozis figyelheté meg, mellyel bizonyithato a komplement
rendszer, a komplement aktivacio és a velesziletett immunitas kapcsolata (Prodeus és

mtsai 1997). A C3-, C4- és C5 aktivacid valamint a hizdsejtek miikodése kozott tehat
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Osszefliggés mutathatd ki. A masztocitozis betegség hatterét vizsgélva, jelen
vizsgalataink alapjan nem tudunk a betegséggel Osszefiiggésben normalértéktdl eltérd
C3- és C4-szintet kimutatni.

Doktori munkédm soran elemeztik a komplement rendszerrel kapcsolatba
hozhat6 betegségekben leggyakrabban vizsgalt komplement paramétereket (CH50, C3,
C4), valamint az oroklott és szerzett C1-INH hidny gyanlja esetén vizsgalt
paramétereket (C1-INH szint és aktivitas, C1-INH ellenes antitestek szintje, C1qg, C1q
ellenes antitestek szintje). Nem taldltunk 0Osszefliggést a masztocitozis betegség
kiilonb6z6 alcsoportjaiban szenveddk és egészséges kontrollok kézott a komplement
rendszer vizsgalt paramétereit illetéen. Két betegiink rendszeres ellendrzését mutattuk
be, a komplement rendszer vizsgalata soran nem igazolddott eltérés, a komplement
rendszer elemeinek valtozasai nem kovették a korlefolyast.

Feltételezésiink szerint kiilonb6z6 fakorok additiv, esetleg szinergista modon
befolyasoljak a betegség kialakulasat, melyben még tovabbi, jelenleg nem ismert egyéb
tényezOk is szerepet jatszhatnak. A betegség ritka eléfordulasa miatt a tanulmanyban
szereplé betegek szdma - a nemzetkézi irodalomban szereplékéhez hasonlatosan
alacsony. Nemzetkdzi (magyar, osztrdk, és lengyel) hematologus kollégak
Osszefogasaval tudtuk a jelen dolgozat eredményeit szolgaltatd 67 beteg mintait
begylijteni, vizsgalni, majd elemezni. Tovabbi betegek bevonasaval, az esetszam
emelésével, esetleg alcsoportokat kialakitva vizsgalatainkat ismételni szeretnénk. Az
esetszdm emelését csak hazai és nemzetkdzi centrumok 6sszefogasaval latjuk

megvalosithatdnak.
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7. Kdvetkeztetések

Doktori munkdm megkezdésekor célom a hizosejtek kialakulasara hato
korilmények, faktorok felderitése wvolt. Munkam sordn konkrét kérdesek
megfogalmazasara, illetve azok megvalaszolasara torekedtem. A vizsgélatok soran

kapott eredményeket a kovetkezOkben szeretném roviden Gsszegezni.

Az IL-6 gén -174 G/C polimorfizmus frekvencigjaban nem mutathatd ki
szignifikans eltérés a masztocitdzisban szenvedd betegek és egészséges kontrollok

kozott.

Az IL-6R gén ASP358Ala (A/C) polimorfizmus frekvencidjaban igazoltunk
szignifikans kiilonbséget a masztocitézisban szenvedd betegek €s egészséges kontrollok

kozott.

Az IL6 és IL-6R génpolimorfizmusanak egylttes elemzése soran
megallapitottuk, hogy betegség leggyakrabban az IL-6 gén GC allél és az IL-6R gén AC
allél egyuttes hordozésa esetén igazolodott.

A komplement rendszer paramétereinek elemzése soran nem igazoltunk eltérést
a betegek és egészséges kontrollok kdzott a CH50-, a C3-, a C4-szintjét, a C1-INH
szintjét és aktivitasat, a C1-INH ellenes antitestek szintjet, a C1g-szintjét, a C1q ellenes

antitestek szintjét illetden.

A betegség korlefolyasa soran nem mutattunk ki valtozast a CH50-, a C3-, a C4-
szintjét, a C1-INH szintjét és aktivitasat, a C1-INH ellenes antitestek szintjét, a C1g-

szintjét, a Clq ellenes antitestek szintjét illetden.

A masztocitozisban szenvedé magyar betegcsoport elemzése soran azt talaltuk,
hogy a betegség agressziv formai jellemzden 70 év felett fordultak eld. A betegség
nembeli Osszetételének elemzése alapjdn néi nemi dominanciat talaltunk, mely az

immunologiai betegségekre jellemzo.

- 69 -



DOI:10.14753/SE.2015.1788

8. Osszefoglalas

Jelen disszertacio témdaja a ritka betegségek kozé sorolhatd, hizosejtek
felszaporodésaval jar6 masztocitozis kialakuldsaban szerepet betolto faktorok elemzése,
illetve azok genetikai hatterének felderitése volt, kordbbi kutatasi eredményekkel és
irodalmi adatokkal valo 6sszevetésben. A hizdsejtek kialakulasat és differencialodasat
befolyasold humordlis tényez6k kozil a dolgozatban az interleukinok és a komplement
rendszer elemeinek szerepét tekintettik at.

Az interleukinok kozil az IL-6 és IL-6R genetikai allomanyaban bekovetkezo
egypontd nukleotid polimorfizmusok elemzése alapjan kovetkeztettiink lehetséges
Osszefuiggesekre. Az IL-6 gén -174 G/C polimorfizmus frekvencigjanak vizsgalata soran
nem mutattunk ki szignifikdns eltérést a masztocitozisban szenvedd betegek és
egészséges kontrollok kozott. Az IL-6R gen Asp358Ala (A/C) polimorfizmus
frekvencigjaban szignifikans kulonbséget igazoltunk a masztocitézisban szenvedo
betegek és egészséges kontrollok kdzott: masztocitozisban szenvedék korében a ,,C”
allél hordozasat (azaz ,,AC”, ,,CC” genotipust) talaltuk gyakoribbnak. Az IL-6 és IL-6R
génpolimorfizmusanak egyittes elemzése soran megallapitottuk, hogy betegség az IL-6
gén GC allél és az IL-6R gén AC allél egyiittes hordozasa esetén a leggyakoribb.

A komplement rendszerrel kapcsolatban végzett vizsgalati eredmények elemzése
soran nem igazoltunk eltérést a betegek és egészséges kontrollok kdzétt a CH50-, a C3-,
a C4-szintjét, a C1-INH szintjét és aktivitasat, a C1-INH ellenes antitestek szintjét, a
Clg-szintjét, a C1lq ellenes antitestek szintjét illetéen. Két eset példajan keresztiil
mutattuk be a komplement rendszer elemeinek monitorozasanak eredményét. A
betegség korlefolyasa sordn nem mutattunk ki valtozast a CH50-, a C3-, a C4-szintjét, a
C1-INH szintjét és aktivitasat, a C1-INH ellenes antitestek szintjét, a C1lg-szintjet, a

Clq ellenes antitestek szintjét illetden.
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9. Summary

The aim of this sudy was to investigate the factors, that can contribute to the
development of a rare disease, called mastocytosis. In order to gain an insight into the
genetic background of this illness we investigated genetic polymorphisms in genes
encoding interleukins, and different members of the complement system. These are
important components of the humoral immunity, that are known to effect the
development and differentiation of mast cells.

Among the large family of interleukins, we focused on single nucleotid
polymorphisms in the gene of interleukin 6, and its receptor, IL6R. In case of the G/C
SNP, located -174 basepairs of the IL6 gene, we could not show significant difference
between the allele frequencies in the controll group, or the people suffering from
mastocytosis. On the other hand, we detected significant difference in case of the
missense Asp358Ala (A/C) variation in the IL6R gene. The C allele is more frequent
among the people living with the diagnosis of mastocytosis (the AC or CC genotype is
more abundant in this group). We took a step further, and made haplotype analysis with
the above mentiones SNPs. The most abundant haplotype among the people with
mastocytosis was the GC (IL6 gene), and AC (IL6R gene).

After the investigation of the putative effect of IL 6 polymorphisms, we wanted
to measure the level of different components of the complement system. In addition to
the investigation of CH50-, C3-, C4 level, we measured the level and activity of C1-
INH, as well as C1-INH antibodies, and the C1q, C1qg antibody level. We could not
detect any significant alterations among the people affected by the disease. We

showedthe result of the monitoring of these parameters through two cases.
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12. Kbszonetnyilvanitas

Koszonettel tartozom a Semmelweis Egyetem ,,Molekularis Orvostudoméanyok”™
Doktori Iskola vezetdjének, Prof. Dr. Mandl Jozsefnek, és a ,,Human molekularis
genetika és géndiagnosztika alapjai” program vezetdjének, Prof. Dr. Falus Andréasnak,
hogy doktori munkadmhoz z6ld utat adtak.

Doktori munké&m elvégzésében témavezetom, Dr. Varkonyi Judit szerepét
szeretném hangsulyozni, segitsége, tandcsai nélkul e disszertacié nem készulhetett volna
el.

A nemzetkozi beteganyag 0sszegytijtésében, a kiilfoldi mintdk rendelkezésiinkre
bocsatasaban nagy segitséglinkre voltak Dr. Boguslaw Nedoszytko lengyel, és Dr. Peter
Valent osztrak hematologus professzorok, akik nagylelkiiségét ez uton is koszonjiik.

A kutatbmunkam soran végzett molekularis genetikai vizsgalatokat a
Semmelweis Egyetem 11l. Belgyogyaszati Klinika Kutatélaboratériumaban végeztiik el,
a laboratorium vezetdje, Dr. Prohdszka Zoltan irdnyitasa mellett. Segitségét, gyakorlati
javaslatait ez aton is kdszonom.

A Kutatélaboratérium munkatarsai kézul Aladzsity Istvannak, és Dr. Szilagyi
Agnesnek tartozom hatalmas készénettel; rajtuk kiviil kdszéndm tovabba Kokai Marta,
Farkas Henriette, Varga Lilian segitségét is, akik nélkil a vizsgalatok és statisztikai
értékelések nem késziltek volna el.

Kozvetlen munkatarsaimnak, a Péterfy Sandor utcai Korhaz 1l. Belgyogyaszati
Osztaly (,,C” BEL) orvosainak - Dr. Siiveges Erzsébet, Dr. Kocsi Gy6zd, Dr. Szakaly
Eszter, Dr. Varga Erzsébet, Dr. Harangoz6 Edit - kdszondm, hogy a doktori iskola
kurzusai, vizsgai alatt helyettesitésiikkel biztositottak a betegek folyamatos ellatasat. A
Péterfy Sandor utcai Korhaz Orvosigazgatojanak, Dr. Szokolyi Miklosnak, és
Igazgatojanak, Dr. Sasdi Antalnak is kdszonettel tartozom, amiért biztositotta szamomra
a disszertacié megirasahoz sziikséges felteteleket.

Végil, de természetesen nem utolso sorban szeretném megkdszonni csaladom

tdmogatasat és folytonos biztatasat.

-84 -



