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Bevezetés

A népesség jelentds részét érintd patologias allapotok, mint a sziv-, és
érrendszeri megbetegedések, az autoimmun folyamatok, a malignus betegségek
kialakulasaban polietiologiai eredet valdszinti, azaz a kdrnyezeti tényez6k a megfeleld

genetikai hajlam esetében alakitjak ki a manifeszt korkepet.

A molekularis genetikai vizsgalomodszerek altalanos elterjedésével a klinikai
gyakorlat szamara (j diagnosztikai lehetéségek valtak elérhetévé és ezzel

megvalOdsithatova valt az individudlis és célzott terapia.

Az egyes emberek génallomanyukban 1évé variabilis szakaszok alapjan
kulonboznek egymastdl. A populédcidban 1 %-nal ritkabb gyakorisaggal el6forduld
szekvencia valtozatokat polimorfizmusnak nevezziik, melyek esetében az emberekben

egy adott tulajdonsag kialakulasanak valosziniisége tér el egymastol.

A ritka Dbetegségek bizonyos polimorfizmusok szempontjabol torténd
tanulméanyozésa 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. 1lyen ritka megbetegedés a

masztocitdzis, melyre a hizosejtek proliferacidja a jellemzé.

A hizosejtek éréseben es differencialodasaban szamos humoralis tényez0 jatszik
szerepet, melyek kozil doktori munkam soran az IL-6 és a receptora (IL-6R) genetikai
alloményaban kimutathaté egypontd nukleotid polimorfizmusokat (SNP) illetve a
komplement rendszer egyes elemeit tanulményoztam, ez utobbiakat a beteg els6

jelentkezésekor levett vérmintaban illetve szekvencialisan, a korlefolyas soran.

Célkitiizések

Masztocitozisban szenvedd betegeknél emelkedett szérum IL-6 szint figyelhetd
meg, a betegség sulyossaga korreladl az interleukin szérumban mérhetd
koncentracigjaval.

Irodalmi ismeretek alapjan a hizosejtek differencialédasara hato citokinek kozul

az IL-6, illetve IL-6R génallomanyaban jelen 1évé SNP-k az adott citokin szérumbeli



koncentracidjat befolyasolja. A human IL-6 gén a 7p21 kromoszéman lokalizalodik, a
szérumszintje. Az IL-6R exonjanak funkcionalis polimorfizmusa (Asp358Ala) az IL-6
membranhoz torténé kapcsolédasanak megvaltozasahoz vezet. A szolubilis IL-6R
szekvesztracion keresztiil befolyasolja a szérumban mérhet6 1L-6-szintet.

Munkdm sordn részben e génekben észlelheté egyponti nukleotid
polimorfizmusok frekvenciajat vizsgaltam a betegekben és egészséges kontrollokban.

A masztocitozis elkilonitdé  koérisméjeben a diagndzis  felallitasahoz
nélkilozhetetlen kizarni a komplement C1 inhibitor hianyt akar 6roklott vagy szerzett
forméajéban.

A nemzetkdzi irodalmat attekintve nem talalhaté olyan kozlemény, amelyben
szisztematikusan felmérnék a komplement rendszer fébb paramétereinek valtozasat
masztocitozisban szenvedd betegekben a kérlefolyas sordn. Ezért a rendelkezésiinkre
allo betegek mintaiban vizsgéltuk a komplement rendszerrel kapcsolatba hozhatd
betegségekben leggyakrabban vizsgalt komplement paramétereket (CH50, C3, C4),
valamint az 6roklott és szerzett C1-INH hiany gyanlja esetén vizsgalt paramétereket
(C1-INH szint és aktivitds, C1-INH ellenes antitestek szintje, Clg, Clqg ellenes
antitestek szintje). A dolgozatban két, részletesen bemutatott beteg kérlefolyasa soran
vett mintakban kdvettem nyomon a komplement paraméterek lehetséges valtozasait.

Doktori munkam soran a Semmelweis Egyetem (SE) Masztocitozis Hal6zatban
a tanulmany kezdetéig regisztralt magyar betegcsoport kor, nem és szérum triptaz szint
szerinti 0sszetételét is attekintettem.

A betegség ritka el6forduldsa miatt a tanulmanyban szerepld betegek szama - a
nemzetk6zi irodalomban szerepldkéhez hasonlatosan alacsony. Nemzetkozi (magyar,
osztrak, és lengyel) hematologus kollégak 6Osszefogasaval tudtuk a jelen dolgozat
eredményeit szolgaltatdé 66 beteg mintait begylijteni, vizsgalni, majd elemezni. Tovabbi
betegek bevonésaval, az esetszdm emelésével, esetleg alcsoportokat kialakitva
vizsgalatainkat ismételni szeretnénk. Az esetszdm emelését csak hazai és nemzetkozi

centrumok 6sszefogasaval latjuk megvalosithatonak.

Konkreét kérdések formajaban az alabbiakat fogalmaztam meg:



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

masztocitézisban szenvedd betegek és egészséges kontrollok kdzott

2. az IL-6R gén ASP358Ala (A/C) polimorfizmus frekvencigjaban kimutathat6-e

kiilonbség a masztocitézisban szenvedd betegek ¢€s egészséges kontrollok kozott

3. kimutathatd-e eltérés a betegek és egészséges kontrollok kozoétt a CH50-, a C3-,
a C4-szintjét, a C1-INH szintjét és aktivitasat, a C1-INH ellenes antitestek

szintjét, a Clg-szintjét, a C1q ellenes antitestek szintjét illetéen

4. a betegség korlefolyasa soran megfigyelhet6-e valtozds 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

5. milyen a masztocitézisban szenvedd magyar betegcsoport nembeli, életkorbeli

Osszetétele és szérum triptaz szintje egységesen, illetve alcsoportok szerint

Moddszerek

Az IL-6 -174 G/C, és IL-6R Asp358Ala (A/C) SNP vizsgalatokba
Magyarorszagrol (Budapest, SE Masztocitozis Halozat), Ausztriabdl (Bécs) és
Lengyelorszaghdl (Gdansk) vontunk be betegeket. Osszessen 66, a WHO kritériuma
szerint a masztocitdzis tobb alcsoportjdban szenvedé beteg kerllt be (26 férfi, 40 no;
atlagéletkor 42,9 év; alcsoportok szerint 27 kutdn masztocitozis, 27 indolens szisztémas
masztocitozis, 3 lappang0 szisztémas masztocitozis, 6 szisztémas masztocitozis tarsuld
nem masztocitdzisos hematoldgiai betegséggel, 2 agressziv szisztémas masztocitozis, és
1 hizosejtes leukémia).

A komplement rendszer elemeit érint6 elemzéseket a magyar beteganyag
mintaibol végeztik el. A vizsgalatba 46 beteget (19 férfi, 27 n6; atlagéletkor 49,18 év;
25 kutan forma, 21 szisztémas forma) vontunk be. Az alacsony betegszam miatt az
esetek tovabbi alcsoportokba torténd sorolasat nem végeztiik el.

A kontroll csoportba 99, nem rokon, a kaukazusi rasszhoz tartozd, malignus, és

immunologiai betegségekt6l mentes, atlagos korhazi beteget (45 férfi, 54 no;



atlagéletkor 68,0 év) valasztottunk. A kontroll populécié genotipus eloszladsa Hardy-
Weinberg egyensulyban volt. Az eset-kontroll vizsgélatok sorén a teljes kontroll minta
nem és kor szerint illesztett szubpopulacioit hasznaltuk.

A veér-, DNS-, citologiai és szOvettani mintak nyerése soran az illetékes szakmai
kollégiumok ajanlasait kovettik, a mintavételek a SE Ill. Belgyogyaszati Klinika
ambulanciain, illetve fekvobeteg osztalyain torténtek. A vérmintak vizsgalata a SE I11.
Belgyogyaszati Klinika laboratoriumaban, a DNS mintak genotipizaldsa és PCR
vizsgalata, valamint a komplement rendszerrel kapcsolatos elemzések a SE IlII.
Belgyogyészati Klinika Kutatolaboratdriumaban, a szdvettani minték feldolgozasa a SE
I. Patoldgiai Intézeteében torténtek.

Az IL-6 gén Asp358Ala egypontl polimorfizmus vizsgalatat fluorogenikus 5’
nukleadz aktivitasi TagMan assay-vel végeztik. Az IL-6R gén -174 G/C (rs1800795)
SNP meghatarozdsa PCR-RFPL mddszerrel tortént, a 299 bazispar méretii szakaszt a
5-TTGTCAAGACATGCCAAAGTG-3’ és a 5>-TCAGACATCTCCAGTCCTATA-3’
primerrel sokszoroztuk.

A Dbetegek mintaiban megvizsgaltuk és ELISA modszerrel meghataroztuk a
komplement rendszerrel kapcsolatba hozhatd betegségekben leggyakrabban vizsgalt
komplement paramétereket (CH50, C3, C4), valamint az 6roklott és szerzett C1-INH
hiany gyan(ja esetén vizsgalt paramétereket (C1-INH szint és aktivitas, C1-INH ellenes
antitestek szintje, C1q, C1q ellenes antitestek szintje).

Az adatainkat MedCalc 9.3.3.0. programot hasznalva elemeztik. A Hardy-
Weinberg equilibrumtdl valo 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.

Eredmények

Az IL-6 gén -174 G/C SNP-ban nem talaltunk szignifikans eltérést a betegek és a
kontrollok kozott. Betegek korében a genotipus megoszlasa: ,,GG” 18 £6 (27,3%), ,,GC”
32 16 (48,5%), ,,CC” 16 16 (24,2%), allélmegoszlas: ,,G” 68 (51,5%), ,,C” 64 (48,5%);
egészsegesek korében a genotipus megoszlasa: ,,GG” 36 f6 (36,4%), ,,GC” 49 {6
(49,5%), ,,CC” 14 16 (14,1%), allélmegoszlas: ,,G” 121 (61,1%), ,,.C” 77 (38,9%); p
érték 0,1988, illetve 0,0843.



Az IL-6R gén Asp358Ala (A/C) SNP vizsgalata soran a betegetek korében az
,AA” genotipus és az ,,A” allél el6fordulasa szignifikansan ritkabb volt, mint az
egeészseges kontrollok kdzott (P=0,0317 és P=0,0229). Az masztocitozis kialakulasanak
Odds racioja (OR) az ,,AA” genotipustak korében 0,4019 volt (95% konfidencia
inervallum (Cl)= 0,2013-0,8021; P=0,0088), a ,,C” allé¢l hordozasa (,,AC” és ,,CC”
genotipus) esetén a masztocitozis gyakrabban fordult el6 (OR=2,488; 95% CI=1,247-
4,967; P=0,00888).
elemzése soran megallapitottuk, hogy masztocitzisos megbetegedések leggyakrabban
az IL-6 gén -174 lokuszon kimutathat6 ,,GC” allél és az IL-6R gén ,,AC” allél egyiittes
hordozasa esetén fordult e¢l6. Ez alapjan feltételezziik, hogy e két genotipus egyittes
jelenléte védo hatast jelenthet a betegség kialakuldsédval szemben, mely pontos hatasat
jelenleg nem ismerjik. Feltételezésiink szerint kiilonboz6 fakorok additiv, esetleg
szinergista modon befolyasoljak a betegség kialakulasat, melyben még tovabbi, jelenleg
nem ismert egyéb tényezok is szerepet jatszhatnak.

A hizosejtek aktivaciojaban, a kemotaxisuk mértékében, a hisztamin
felszabadulasban ¢s a hizosejt fiiggd gyulladdsos valaszban elengedhetetlen a
komplement rendszer bizonyos elemeinek —C3, C3a, C3b, C3d, C4, C4a, C5a, - aktiv
kozremiikodése. Doktori munkdm sordn elemeztik a komplement rendszerrel
kapcsolatba hozhatd betegségekben leggyakrabban vizsgalt komplement paramétereket
(CH50, C3, C4), valamint az 6roklétt és szerzett C1-INH hiany gyanuja esetén vizsgalt
paramétereket (C1-INH szint és aktivitas, C1-INH ellenes antitestek szintje, C1q, Clq
ellenes antitestek szintje). Nem taldltunk 0Osszefliggést a masztocitozis betegség
kiilonb6z6 alcsoportjaiban szenveddk és egészséges kontrollok kozott a komplement
rendszer vizsgalt paramétereit illetden.

Tekintettel a betegség ritka eléfordulasara, 1ényegesnek tartottam a gondozasunk
alatt allo betegek kozul két, differencialdiagnosztikai nehézségeket okozd esetet
részletesebben ismertetni. Ezen kortorténetek bemutatasa a kovetkezékben torténik.

I. szamu betegiink egy 81 esztend6s férfi, akinek anamnézisében viladgos sejtes
veserak szerepel.. A beteg klinikdnkon 40 éve fennallo tiinetek miatt jelentkezett.
Tunetei k6zott a t6zson kialakult makulopapulozus elvaltozas, pluritusz, vizes hasmenés

¢s rendszeresen visszatérd, légzesi elégtelenséget okozd, terdpiarezisztens mellliri



folyadékgytlem szerepelt. A beteg csontvel6i kenetében és a vastagbél metszetében
igazoltunk hizosejtes infiltraciot, és klaszterképz6dést. A hizdsejtek egynegyede a
aramlasi citometriaval igazoltuk. A beteg szérum triptaz szintje a 20 ng/ml értéket
tobbszorésen meghaladta (661 ng/ml). A DNS vizsgalat c-KIT 17 exon 798 kodon
81350 ldkuszon igazolt csendes mutéaciot. Fentiek alapjan betegiink a major
kritériumnak, és a négy minor kritérium kdzil haromnak megfelelt. Beteglink kovetése
soran a vizsgalt komplement paraméterek valtozasa nem kovette a kérfolyamat soran
jelentkez6 akut allapotvaltozasokat.

I1. szamu betegiink egy 78 esztendds né volt, anamézisében 2-es tipusu diabétesz
mellitusz, hipotireozis, 1gG kappa tipusi monoklonalis gammopétia és esszencialis
trombocitemia szerepelt. Fizikalis vizsgalat soran a torzson és a végtagokon is jelen
1év6 barnasvords papulakat észleltiink, jelentds maj- és lépmegnagyobbodéas mellett.
Betegiik 1égzési diszkomfortja hatterében radioldgiailag igazolt, jelentés mennyiségi, a
bal also tiidélebenyt Osszenyoméd folyadék allt. A beteg esetében a csontbiopszia
szOvettani vizsgalata kifejezett hizdsejtes infiltraciot igazolt. A beteg triptaz szintje 200
ng/ml volt, mely a normalértéket (20 ng / ml alatt) jelentésen meghaladta. Ez alapjan a
beteg egy major és két minor kritériumnak felelt meg. Molekularis genetikai vizsgalatok
D816V c-KIT mutécidt igazoltak a 17-es 16kuszon. A beteg komplement analizise soran
C1l-inhibitor (INH)-, és Clg-ellenes antitesteket nem detektaltunk, a C1q szérumszintje
a normalistdl inkdbb magasabb volt. Az alacsony normal CH50, C3, C4 szintjei miatt
esetleges komplement konszumpciok kimutatasa céljabél komplement fogyasztasos
tesztet végeztlink, de konszumpcié nem igazolodott.

A SE Masztocitozis Hal6zatban a tanulmany kezdetéig regisztralt magyar
betegcsoport kor, nem és szérum triptaz szint szerinti 0sszetételét is attekintettem.
Alcsoportok szerint a hazai betegek (66 f6) korében 27 kutan masztocitozis
(40,91%), szisztémés masztocitdzis 39 esetben (59,09%) fordult el6.
Betegeink nembéli Osszetétele szerint 26 6 férfi (39,39%), 40 f6 n6 (60,61%). A
betegeket életkor szerint attekintve megallapitottuk, hogy a legfiatalabb betegek a kutan
masztocitozis csoportban fordulnak el6 (atlagéletkor 34,74 €v), mig a legidésebbek a

szisztémas masztocitozis tarsulé hematoldgiai nem masztocitdzisos betegségben



(&tlagéletkor 65,7 év) és az agressziv szisztémas masztocitézisban (atlagéletkor 77,5 év)
szenvedok korében voltak.

A szérum triptdz szint meghatarozasat 46 f6 (27 né és 19 férfi) esetében tudtuk
elvégezni, kalfoldi laboratoriumokban. Az Gsszes betegre vonatkoztatva az atlagerték
210,48 ng/ml volt, a két sz&lsé érték 2,14 és 2357 ng/ml volt. A legmagasabb szérum
triptdz szintet (2357 ng/ml) agressziv szisztémas masztocitozis esetében mértik, a
legalacsonyabbat (2,41 ng/ml) kutan forma esetében mértiik. Atlagos értékekkel a
kutan, az indolens és a lappangd masztocitozis esetében tudtunk dolgozni (egyéb
csoportokba 1-1 eset kerilt). Az alcsoportokon belil a kutan formaban igazoltuk a
legalacsonyabb (21,5 ng/ml), indolens forméanal a kozepes (112,0 ng/ml), és
szmoldering formaban a legmagasabb (937 ng/ml) értéket. Ezek alapjan megerésitettiik
azt az irodalombol ismert adatot, hogy a szérumban mért triptaz szintje és a betegség

stlyossaga kozotti dsszefliggés van.

Kovetkeztetések

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

kozott.

Az IL-6R gén ASP358Ala (A/C) polimorfizmus frekvencidjaban igazoltunk
szignifikans kilonbséget a masztocitozisban szenvedd betegek és egészséges kontrollok

kozott.

Az IL6 és IL-6R génpolimorfizmusanak egyiittes elemzése soran
megallapitottuk, hogy betegség leggyakrabban az I1L-6 gén GC allél és az IL-6R gén AC

allél egylttes hordozasa esetén jelentkezik.

A komplement rendszer parameétereinek 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 szintjét, a C1lg-szintjét, a C1q ellenes

antitestek szintjét illetéen.



A betegség karlefolyasa sordn nem mutattunk ki valtozast a CH50-, a C3-, a C4-
szintjét, a C1-INH szintjét es aktivitisat, a C1-INH ellenes antitestek szintjét, a C1g-

szintjét, a Clq ellenes antitestek szintjét illetden.

Egy esetben igazoltuk, hogy az alacsony CH50-, a C3-, a C4 koncentréacié nem a
fokozott konzumpcio6 kdvetkezménye.

A masztocitdzisban szenvedd magyar betegcsoport elemzése sordn azt talaltuk,
hogy a betegség agressziv formai jellemzéen 70 év felett fordultak el6. A betegség
nembeli Osszetételének elemzése alapjan ndi nemi dominanciat taldltunk, mely az

immunologiai betegségekre jellemzo.
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