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1. Bevezetés

1.1 MM kialakuldsa

A myeloma multiplex (MM) rosszindulatii hematologiai megbetegedés, melyet
differencialt plazmasejtek malignus burjanzasa jellemez. Az abnormalis plazmasejtek
foként a csontveloben helyezkednek el, azonban a betegség lefolydsa soran a koros
plazmasejtek  kimutathatok lehetnek a periférias vérben, valamint egyéb
extramedullaris helyeken is. A MM az Egyesiilt Allamokban 2017-ben az &sszes
malignus megbetegedés 1,7%-at, mig a hematologiai betegségek 10%-at jelentette [1].
Magyaroszagon évente koriil beliil 350-400 Gj MM beteget diagnosztizalnak [2].

—
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1. abra Monoklonalis paraproteinémiak kialakulasa. A myeloma multiplex egy tobblépcsds
folyamat soran alakulhat ki, kiilonb6z6 prekurzor allapotokon keresztiil, mint a ismeretlen jelentségii
monoklonalis gammopathia (MGUS:gammopathy of undetermined significance) és a smouldering
myeloma (SMM). A myeloma multiplex progredialhat extramedullaris myeloméaba és plazmasejtes
leukémiaba is. Primer genetikai eltérések az immunglobulin nehézlanc gént (IGH) érint6
transzlokaciok és az aneuploiditas. A masodlagos genetikai eltérések nagymértékben hozzajarulhatnak

az MGUS és SMM myelomaba torténd alakulasahoz [1].



A monoklonalis paraproteinémiak kozé tartozé myeloma multiplex mellett az
egyik leggyakoribb az ismeretlen jelent6ségli monoklonalis gammopathia (MGUS:
gammopathy of undetermined significance), valamint a smouldering myeloma
(SMM), mely az MM ¢és MGUS kozotti klinikai fenotipussal jellemezhetd. Mind az
MGUS mind pedig az SMM definicio szerint tiinetmentes (1. abra). Mindkét tipus
MM-be progredialhat, azonban SMM esetén ennek az esélye magasabb. Ezen feliil
MGUS ¢és SMM pacienseknél egyéb betegségek kialakulasa is el6fordulhat
(amyloidosis, Waldenstrom macroglobulinémia vagy egyéb lymphoproliferativ
rendellenességek) [1, 3].

Az MM mind klinikailag mind biologiailag rendkiviil heterogén. Ezen
tulajdonsagai foként a tumor klonok valtozatos molekularis, genetikai jellemzdivel
hozhatok Gsszefiiggésbe, amelyek mar a betegség korai szakaszaban is megjelennek és
kimutathatok. A myeloma ezen tulajdonsagai miatt elkiiloniil egyéb hematologiai
betegségektdl, mint példaul a leukémiadk és lymphomak, melyek genetikai valtozasai
jol koril irtak, Korlatozottak [4]. Kronikus myeloid leukémia esetén példaul a
Philadelphia kromoszoma, mely a 9. és 22. kromoszémak transzlokacidja, vagy a
myeloproliferativ neoplaziak esetén ismert 2. tipust Janus kinaz gén pontmutacioi [5].
A follikularis lymphoma legjellemz6bb pathogenetikai eltérése a t(14;18)(q32;921)
transzlokacid, mely a BCL-2 fehérje emelkedett expressziojat eredményezi [6]. A
myeloma multiplex kialakuldsaban szerepet jatszé genetikai valtozasok megértéséhez
a B-sejtek fejlddésének, valamint a plazmasejtek bioldgidjanak ismerete
elengedhetetlen. A plazmasejtek a hematopoetikus 6ssejtekbdl alakulnak ki. Az érési
folyamataik a csontveloben kezdédnek, majd a masodlagos nyirokszervekben
folytatodnak. Az elsé 1épés a csontveldben a prekurzor B-sejtekben torténd antigén
fiiggetlen immunglobulin gén nehézlancat (IGH) kodold gének szervezddése és
atrendezddése. Ezen folyamat sordan a nehézlancot alkoté V (varidbilis), D (diverz), J
(kapcsolodasi, joining) szegmensek kiilonb6z6 kombinacigja alakul ki. Ezt koveti a
konnytilanc gének (IGLk és IGLJ) atrendezddése [7]. Ezt kovetden az éretlen B-sejt a
masodlagos nyirokszovetekben, antigén altal szabalyozott, antigén-fiiggd valtozasokon
hipermutaciok és osztaly rekombinaciok kovetkezményeképp, valtozatos primer
immunglobulin repertoarral rendelkez6 B-sejtek alakulnak ki [1]. Végiil az érett B-
sejtek memoria sejtekké, vagy hosszu életii plazmasejtekké differencialodnak, melyek

a csontvelobe térnek vissza [7]. A magas antigén specificitdis az IGH gén
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crcr

Az els6, a szomatikus hipermutacid, melynek eredménye a hatékonyabb antigén
felvétel és prezentacio, valamint adott antigének elleni magas affinitdsu antitestekkel
rendelkezé B-sejt klonok szelekcidja. A masodik a konstans régid izotipusvaltast
eredményez6 rekombinacidja. Ez a folyamat hiba esetén koros rekombinaciot
eredményezhet méas genomi régiokkal, transzlokaciot okozva. Ma mar bizonyitékok
vannak arra, hogy az izotipusvaltas kovetkeztében kialakuld hibak, a myeloma
kialakulasaban szerepet jatszanak [8].

Primer genetikai eltérések alapjan az MM két nagy csoportba kategorizalhato:
hiperdiploiditas, valamint az IgH 16kuszt érint6 transzlokaciok. A hiperdiploid
kariotipus az MM betegek kozel 50%-at érinti, mely soran foként a paratlan
kromoszomak (3, 5, 7, 9, 11, 15, 19, 21) szambeli eltérése figyelheté meg [7, 9]. A
hiperdiploid MM kedvezé prognozissal jar, a betegek median Osszesitett tulélése 7-10
év lehet [3].

Az IgH transzlokaciok koziil leggyakoribb a t(11;14)(q13;932), amely a MM
betegek koriilbeliil 15-20%-anal mutathatd ki. A transzlokacié a sejtciklus
folyamatahoz sziikséges cyclin D1 (CCND1) gén emelkedett expresszidjahoz, ezaltal
emelkedett cyclin D1 fehérje szinthez vezet [1, 7]. Kedvez6 prognozissal jar, a betegek
median Osszesitett talélése 7-10 év lehet [3]. A masodik leggyakoribb IgH
transzlokaci6 a t(4;14)(p16;q32), amely a paciensek kozel 12%-ra jellemzd
rendellenesség. Ez a transzlokacio egyidejiileg két gén fokozott expresszidjat is
eredményezi. A MMSET (myeloma multiplex SET domén), mely emelkedett metil-
transzferaz fehérjetermelést eredményez, ezaltal kiillonb6z6 fehérjek metilaciojahoz
vezet, valamint a FGFR3 (fibroblaszt névekedési faktor receptor 3), mely egy onkogén
receptor tirozin kinaz [4, 7]. A betegek median talélése 5 év. Ebben a csoportban
gjanlott a bortezomib alapu kezdeti terapia, valamint korai autolog &ssejt-
transzplantacié (ASCT), melyet bortezomib alapu fenntarté kezelés kovethet [3]. Az
IgH transzlokaciok kozé tartozd kevésbé gyakori citogenetikai abnormalitasok
koriilbeliil a betegek 2-3%-ara jellemzoek. Ezek koziil a MAF (musculoaponeuroticus
fibrosarcoma) onkogént befolyasold t(14;16)(q32;q23), a MAFB miikodésére hatd
t(14;20)(q32;q11) és a t(6;14)(p21;q32), amely a CCND3 gén expresszidjat fokozza
[7]. A t(6;14) j6 prognodzisu, 7-10 év Osszesitett talélés jellemzi. A t(14;16) valamint a
t(14;20) eltérések magas rizikoju MM-t eredményeznek 3 éves Osszesitett tiléléssel

[3].



Ezen alapito, elsddleges genetikai eltérések mellett, szdmos egyéb kromoszdéma
eltérést azonositottak a MM betegek esetén, melyek kiilonb6zo gyakorisaggal
fordulnak ¢ld, feltehetéleg befolyasolva a betegség prognozisat. Az 1-es kromoszoma
rovid karjanak elvesztése del(1p), vagy a hosszi karjanak amplifikacidja amp(1921)
kedvezétlen progndzisu. A 13-as kromoszoma delécidja del(13q), vagy a 17-es
kromoszéma rovid karjanak delécidja, mely a TP53 (tumor protein p53) lokusz
masodlagos genetikai eltérések kozé sorolhatd, a RAS (KRAS: Kirsten rat sarcoma
viral oncogene homologue, NRAS: neuroblastoma RAS viral (v-ras) oncogene
homolog) és a BRAF (B-Raf proto-onkogén, szerin/treonin kinaz) gének aktivalo
mutacidi, az NFkB (nuklearis faktor-kappa B) Gtvonal mutécioi, valamint a FAM46C

(family with sequence similarity 46 member C) gént érint6 elvaltozasok [1, 9].

1.2 MM diagnozisa

A myeloma diagndzisdhoz sziikséges laboratoriumi vizsgalatok koz¢ tartozik a
szérum, vizelet monoklonalis fehérje, szérum konnyilanc kimutatasa valamint a
csontveld szovettani vizsgalata ¢és a képalkotod eljarasok [10]. A plazmasejtek altal
termelt M-protein vagy FLC (szabad konnytilanc) szlr6vizsgalati modszere az
agarozgél vagy kapillaris zodna-elektroforézis, mennyiségi meghatdrozasuk
nefelometria ¢és denzitometrids jeloléssel torténik. Az immunfixacids modszer
érzékenyebb, azonban nem kvantitativ. Alkalmas a fehérje tipusanak meghatarozasara,
illetve az elektroforézissel mar nem kimutathatdé mennyiségii M-protein jelenlétének
kizarasara és ezzel a komplett valasz elérésének a megerésitésére [2]. A csak
konnytilancot termeld plazmasejt szaporulat felismerésében, a szérum szabad
konnytilanc assay kifejlesztése hozott jelentds eldrelépést, mely diagnosztikus értékén
tal prognosztikus, illetve a terapia hatékonysagara vonatkoz6 eredménnyel is szolgél
[10]. A csontveld szovettani vizsgalata May—Griinwald-Giemsa szerint festett
kenetben torténik, ezen feliill csontveld aspiratumbol torténnek a citogenetikai, a
fluoreszcens in situ hibridizaciés (FISH), az immunhisztokémiai és az aramlasi
citometrids vizsgalatok is. A koros és normal plazmasejtek elkiilonitésének modszere
az aramlasi citometria. Sejtfelszini markerként CD138, CD38 alkalmazhato, az esetek
nagy részében CD56 expresszio is jelen van. B-sejtes marker CD19 (CD20, CD22)
alkalmazasaval a malignus plazmasejtek negativak [2]. Kiegészitd laboratoriumi

vizsgalatok a vérképvizsgalat sordan igazolt cytopénia, valamint kémiai paraméterek

10



eltérése (urea, kreatinin, LDH, kalcium, 0Osszfehérje szint) vordsvérsejt-siillyedés,
kenetvizsgalat esetén lathato pénztekercs képzodés [2].

A képalkot6 vizsgalatokkal kimutathatok a csontléziok és a plazmocytomak. A
legegyszeriibb képalkotd moddszer a beteg hagyomanyos rontgen vizsgalata, melyet a
diagnozis felallitasahoz, valamint a betegség nyomon kovetésére is alkalmaznak.
Azonban szamos hatranya miatt, a szakmai protokollokban felvaltottak az alacsony
dozisu, teljes test komputer tomografia (CT), valamint az magneses rezonancia
képalkotas (MRI) és a pozitron emisszios tomografia (PET/CT) vizsgalatok [11].

A betegek diagndzisa az International Myeloma Working Group (IMWG,
Nemzetkdzi Myeloma Munkacsoport) altal készitett legaltalanosabban elfogadott
diagnosztikai kritériumrendszer alapjan torténik (1. tablazat). A 2014-ben készilt
guideline szerint az MM diagnézisahoz sziikséges: a csontvel6i klonalis plazmasejt
szaporulat igazolasa és a szervi karosodas jelenléte, melyet a CRAB mozaiksz6 foglal
Ossze (hypercalcemia, renal failure, anemia, bone lesions). Ezt kovetéen 2016-ban egy
uj verziot készitett az IMWG, melyet a mar meglévé CRAB kritériumok mellett 3 1j
specifikus biomarkerrel egészitett ki: klonalis csontvel6i plazmasejtek aranya nagyobb
vagy egyenld 60%-kal, a szérum szabad konnyiilanc arany 100 vagy afeletti, valamint
az egy vagy annal tobb fokalis 1éziok kimutatdsa MRI vizsgalattal. A harom j markert
valamint a CRAB tulajdonsagokat egylittesen myelomat meghatarozd eseményeknek
nevezik (MDE: myeloma defining events, myelomat meghatarozé események). Ezen
0j kritériumrendszer segitségével lehetévé valt az MM biztosabb felismerése,

megkiilonboztetése egyéb plazmasejt rendellenességektdl [1, 3, 12, 13].
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1. tablazat Nemzetk6zi Myeloma Munkacsoport (IMWG) altal meghatarozott
diagnosztikai kritériumok [3]

Rendellenesség Diagnozis kritériumok
MGUS
IgM tipusat MGUS Szérum monoklonalis fehérjeszint (nem IgM
tipust) <3g/dl

Klonalis csontveldi plazmasejtek <10%
Szervi karosodas hianya (CRAB hianya)
Konnyii-lanc MGUS Kéros FLC arany (<0,26 vagy >1,65)
A megfelel6 konnyti lanc szintjének
emelkedése (kFLC arany >1,65 vagy AFLC
arany <0,26)
Nincs immunglobulin nehézlanc expresszid
Szervi karosodas hianya
Klonalis csontveldi plazmasejtek <10%
Vizelet monoklonalis fehérjeszint
<500mg/24h
Smouldering MM Szérum monoklonalis fehérjeszint (IgG vagy
IgA) > 3g/dl vagy vizelet monoklonalis
fehérjeszint >500mg/24h és/vagy klonalis
csontveldi plazmasejtek 10%-60%
MDE hiénya vagy amyloidosis
MM Minden kritériumnak teljesiilnie kell
Klonalis csontvel6i plazmasejtek >10% vagy
extramedulléris plasmocytoma
Barmelyik vagy tobb az alabbi MDE koziil
e Szervi karosodas, mely az alabbi
rendellenességeknek tulajdonithatok:
Hypercalcaemia: szérum
kalcium=>0,25 mmol/l (>1mg/dl)
magasabb, mint a normal fels6 hatar
vagy >2,75 mmol/l (>11mg/dl)
Veseelégtelenség: kreatinin clearance
< 40ml/perc vagy szérum kreatinin >
177umol/l (>2mg/dl)
Anémia: hemoglobin érték a normal
alsé hatar alatti >2g/dl vagy <10g/dl
Csontlézidk: egy vagy tobb
osteolytikus 1€zi6 lathato a rontgen
képen, CT vagy PET-CT
e  Klonalis csontveldi plazmasejt arany
>60%
e  Szérum FLC arany >100 mg/dl
e  Egynél tobb MRI-vel kimutathat6 fokalis
16zi6
CRAB: hypercalcemia, renal insufficiency, anemia, and bone lesions; CT: komputer tomografia;
FLC: szabad konnytilinc, MDE: myeloma defining event; MGUS: monoclonal gammopathy of
undetermined significance; MM: myeloma multiplex; MRI: magneses magrezonancia képalkotas;

PET-CT: pozitron emissziés komputer tomografia

1.3 Prognozis becslése

Az MM betegek prognézisanak meghatarozdsdhoz hagyomanyosan
alkalmazott rendszer a Durie-Salmon Staging (DSS) vagy az International Staging
System (ISS). A Durie-Salmon-féle besorolast 2005-ben valtotta fel az ISS, mely a

betegeket harom kiilonb6zé prognosztikai csoportra osztja, két laboratoriumi
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paraméter alapjan (2. tablazat). Egyik a magas szérum B2-mikroglobulin szint, amely
csokkent vesefunkciora utalhat, masik paraméter az alacsony szérum albumin szint,
amely gyulladasos citokinek foként az interleukin-6 eredménye. Az ISS-t a
diagnoziskor sziikséges meghatdrozni. Egy 0 a Revised International Staging System
(RISS) kritérium rendszert adott ki az IMWG, amely 4445, Gjonnan diagnosztizalt,
imid-, illetve bortezomib-bazisu kezelésben részesiilé beteg analizisén alapul. Az 1j
rendszer magéaba foglalja az ISS-ben meghatarozott paramétereken feliil, a specifikus
citogenetikai abnormalitasok meglétét, vagy hianyat, valamint az emelkedett laktat-
dehidrogenaz szintet is [14, 15].
2. tablazat Az ISS és az RISS kritériumrendszer [14]

ISS Kritériumok RISS Kritériumok
stadium stadium
1. Szérum-f2-mikroglobulin<3,5 1. ISS 1
mg/1 és szérumalbumin >35 g/l nincs magas rizikdju

citogenetikai eltérés
normal LDH szint

2. Nem felel meg semaz 1., sema 2. nem felel meg sem az 1.,
3. stadium kritériumainak sem a 3. stadium
kritériumainak
3. Szérum-f2-mikroglobulin>5,5 3. ISS 3
mg/l barmely magas rizikoju

citogenetikai eltérés:
t(4;14), 1(14;16), del(17p)
emelkedett LDH szint

ISS: International Staging System; RISS: Revised International Staging System; LDH: laktat-

dehidrogenaz

1.4 Kezelés

A myeloma kezelésében a 2000-es évektdl meghatarozd valtozasok torténtek.
Az addig leginkabb kortikoszteroidok, melphalan, VAD (vincristin, doxorubicin,
dexamethason), valamint az autolég Ossejt transzplantaciobol allo terapiak mellett
megjelentek az immunmodulans gyogyszerek (IMiD) és a proteaszoma gatlo (Pl)
szerek. Ezen uj szereknek koszonhetéen a 2-3 éves median talélést illeten

szignifikans javulas mutatkozott, mely akar 10 vagy tobb év is lehet [16].

1.4.1 Immunmodulans szerek
Az MM kezelésében, 1999-ben a thalidomid volt az elsé j immunmodulans
szer melyet az Food and Drug Administration (FDA) engedélyezett. A lenalidomidet,

masodik vonalbeli kezelésként (dexamethasonnal kombindlva) 2006-ban kezdték
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alkalmazni, amely egy thalidomid anal6g, azonban hatasosabb annal és kevésbé
toxikus. Ezt kovetden, 2013-ban engedélyezték a harmadik generacios IMiD-et, a
pomalidomidot is, mely szerkezetileg hasonl¢ a thalidomidhoz és a lenalidomidhoz is.
A pomalidomid szintén relapszusos/refrakter MM betegek kezelésére alkalmazhato,
azonban csak abban az esetben, amennyiben mar legalabb két kezelés elézte meg,
melyek lenaliomidot és bortezomibot tartalmazott [16, 17].

Az IMiD-ek nem kozvetleniil hatnak a myeloma sejtekre. Adhézios molekulak
expresszidjat csokkentve gatoljak a myeloma sejtek és csontveldi stroma sejtek
kolcsonhatasat, valamint az oszteoklasztokra, az angiogenezisre, a transzkripcios
faktorok szabalyozasi folyamataira vannak befolyassal. Rendelkeznek direkt
apoptotikus hatassal is, pro-apoptotikus faktorok emelkedett és anti-apoptotikus
faktorok csokkent expressziojat okozzak. Képesek gatolni a kiilonb6zdé gyulladdsos
citokinek termelddését, melyek serkentik az abnormalis sejtek novekedését, koztiik az
tumor nekrézis faktor-a-t (TNF-a) valamint az interleukin-6-ot (IL-6). (Ezen gatlas
soran a thalidomidnal a lenalidomid szignifikansan hatdsosabbnak bizonyult.) A
vaszkularis endothelidlis faktor (VEGF) gatlasa anti-angiogenikus tulajdonsadguknak
koszonhetd, valamint az immunrendszerre is hatassal vannak, serkentik a CD4 ¢és CD8

T sejtek termelddését [16, 17].

1.4.2 Proteaszoma inhibitorok

A bortezomib az elsé generacios PI, melyet el6szor 2003-ban fogadott el az
FDA refrakter MM kezelésére, majd 2005-ben olyan MM betegeknek, akik mar
valamilyen eldzetes terdpiaban részesiiltek, 2008-ban pedig elsé vonalbeli kezelésként
hagytak jova. A masodik generacios PI koz¢ tartozik a carfilzomib és az elsd oralisan
alkalmazhaté ixazomib. A carfilzomib alkalmazasa szamos elénnyel jar a
hatékonysagot, valamint a biztonsagot illetéen, mellékhatas profilja kedvezd, ezen
felil pedig bortezomib rezisztencia esetén is alkalmazhaté kiillonboz6 kémiai
szerkezete, biologiai tulajdonsagainak kdszonhetéen. Ezeket koveti az elsé ordlisan
alkalmazhatd PI, az ixazomib, mely fenntartdo kezelésként is idedlis lehet. Tovabbi
Ujabb generacios PI még a marizomib, oprozomib, delanzomib, melyek jelenleg
klinikai vizsgalatok alatt allnak [17].

A bortezomib a 20S proteaszoéma B5 alegységéhez, valamint az LMP7 (latent
membrane protein 7) immunproteaszoma alegységéhez reverzibilisen, kovalensen

kotodik, a proteaszoma Kimotripszin-szerli és részlegesen a tripszin-szer(i aktivitas
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er6s inhibitora [18]. A carfilzomib szintén a 20S proteaszoma 5 és az LMP7
immunproteaszoma alegységéhez kotddik kovalensen, azonban sokkal szelektivebben,
mint a bortezomib, valamint irreverzibilisen gatolja a proteaszoma funkciot [18].

A proteaszoma gatlas soran az egyik f6 hatdsmechanizmusa a NF-«kB jelatviteli
utvonal gatlasa, mely szamos immun ¢€s gyulladidsos reakciok szabalyozéasaban,
tumorokhoz kapcsolodo folyamatokban is fontos szerepe jatszik (apoptdzisba,
angiogenezisben, proliferdcidban és migracid). Ezen feliil a bortezomib kiilonb6zd
apoptotikus utvonalak aktivalasara is alkalmas a proteaszéma gatlasa soran, valamint a
sejtciklus folyamataban is in vitro kimutattdk, hogy a G2/M fazis atmenetet gatolja,
mely szintén apoptozishoz vezet. Emellett a PI olyan utvonalak gatlasara is
alkalmasak, melyek a csontvel6i mikrokornyezetre vannak hatassal, tovabbd az
endoplazmatikus retikulum stressz indukalasaban, novekedési faktor receptorok

szabalyozasban, valamint cellularis degradacio folyamataban is részt vesznek [16-19].

1.4.3 A myeloma kezelésében alkalmazott egyéb szerek

A daratumumab (anti-CD38) human IgGk monoklonalis antitest, melynek 6
célpontja a CD38 pozitiv sejtek. Hatékonynak bizonyult, mind monoterapiaban
alkalmazva mind pedig bortezomibbal vagy lenalidomiddal [20] kombinalva Gijonnan
diagnosztizalt betegek esetén, valamint relapszusos ¢és refrakter myelomaban
bortezomibbal és dexamethasonnal kombinélva szignifikans progressziomentes talélés
(PFS) javulas volt megfigyelhetd [21]. Masik jelentds anti-myeloma aktivitassal
rendelkez6 monoklonalis antitest, az elotuzumab (SLAMF7 signaling lymphocytic
activation molecule family member7) amely immunmodulans szerekkel valamint
proteaszoma gatlokkal kombinalva kedvezd mellékhatasprofilja és hatékonysaga révén
igéretesnek mutatkozik az MM kezelésében [22]. Ujabb monoklonalis CD38 epitop
elleni antitest az isatuximab, mely pomalidomid-dexamethasonnal kombinalva
alkalmazhato relabalt/refrakter myeloma esetén [23].

A hiszton deacetildz inhibitorok kozé tartozod panobinostat, olyan paciensek
esetén alkalmazhato, akik mar két hatastalan megel6z6 terapian atestek, melyek IMiD
és PI bazisuak voltak. Ebben az esetben a panobinostat alkalmazasa kombinacioban
alacsony dozisti dexamethasonnal, valamint bortezomibbal javasolt. A panobinostat
egyéb gyogyszerekkel vald kombinacidja, elsé vonalbeli kezelésként, valamint

relapszusban még klinikai vizsgalatok alatt allnak [24].
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Tovabbi reményteli szerek a selinexor és venetoclax, refrakter myelomaban,
melyek keresik a pontos helyliket a kezelési protokollban. A selinexor, olyan
relabalt/refrakter myelomdas betegek esetén alkalmazhato, akik mar legalabb négy
megel6zd terapian atestek és akik rezisztensek legalabb kétféle proteaszoma
inhibitorra, imidre és antiCD38 monoklonalis antitestre [25]. A venetoclax nincs
elfogadva a myeloma kezelésében, azonban a t(11;14) szubtipusu citogenetikai
eltéréssel rendelkezd betegek esetén mutatkozott hatékonynak [25]. A legujabb
Klinikai kutatasok kozé tartozo CAR-T (kiméra antigénreceptor T-sejt) immunterapia
soran, genetikailag modositott T-sejteket alkalmaznak, melyek szelektiven célozzak
meg az antigéneket, ezen sejtek felszinén expresszalodd antigénfelismerd domének
alapjan. Ezen feliil a BiTE (bispecific T-cell engager) platform, a bispecifikus
monoklondlis antitest terapia, melynek alapja hogy az antitest két kiillonbozo
antigénhez kotddik, egy a T-sejten 1évohoz és egy pedig tumor asszocialt antigénhez,
igy iranyitva a citotoxikus T sejteket a tumor sejtek felé [26].

A melphalan, cyclophosphamid, bendamustin alkilalé 4genseket, valamint a
dexamethason, prednison, doxorubicin IMiD és PI szerekkel kombindlva kapjdk a
betegek, ami a hatékonyagukat noveli, ezek tovabbra is részei a myeloma elleni

fegyvertarnak bar az ujabb szerek mellett fokozatos hattérbe szorulasuk varhato.

1.4.4 Kezelési protokollok

Myeloma esetén a tiinettel rendelkezd betegek kezelése (CRAB, MDE
kritériumok megléte), a tliinetmentes esetek siirli monitorozasa sziikséges. A myeloma
elsé vonalbeli kezelése esetén két nagyobb, a transzplantacidra alkalmas (fiatalabb,
65-70 év alatti paciensek), valamint a transzplantaciora nem alkalmas (idésebb, 65-70
év feletti paciensek) betegcsoport alapjan torténik. Szamos tanulmany vizsgalja, hogy
a kiilonbozo kezelési protokollok, melyek 1) gyodgyszereket tartalmaznak, hogyan
befolyasoljak a PFS-t, valamint az osszesitett tulélés (OS-t) a mar korabban
alkalmazott terapiakkal szemben.

A transzplantdciora alkalmas betegek kezelése altaldban 3-4 ciklus indukcids
kezeléssel kezdddik, melyet Ossejt gyijtés kovet. Egyes paciensek ezt kovetden,
azonnal autoloég Ossejt transzplantacioban (ASCT) részesiilnek, mig mas betegek
esetén tovabbi kezelések torténnek és csak az elsd relapszust kdvetden végeznek
ASCT-t [21]. Kezdetben a vincristin-doxorubicin—dexamethason (VAD) volt a

standard terdpias protokoll ASCT elStt, azonban manapsdg az Uj szereknek
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koszonhetden hatékonyabb indukcios terapidkat alkalmaznak, mely minden esetben
tartalmaz egy proteaszoma gatlét vagy immunmodulans gydgyszert, valamint
kortikoszteroidot [27]. A bortezomib-cyclophosphamid-dexamethason (VCD),
bortezomib-thalidomid-dexamethason (VTD) [28], bortezomib-dexamethason (VD)
bortezomib-lenalidomid-dexamethason (VRD) [29] kombinaciok jol alkalmazhatok,
hatékonyak tjonnan diagnosztizalt betegek esetén. IdGsebb betegek esetén, illetve
neuropatia fennallasa vagy rizikéja (pl. amyloidosis) esetén a cyclophosphamid-
bortezomib-dexamethason (CyBorDex) kezelés alkalmazhato [30]. Az USA-ban mar
ujabban egyre altalanosabb a daratumumabbal kiegészitett 4-es kombinacidok
elsovonalbeli alkalmazasa (DaraVRd, DaraKRd), melyek a korabbinal mélyebb
valaszokat eredményeznek jelentds toxicitasnovekedés nélkiil [31]. Magyarorszagon a
legtobb protokollban szereplé dexamethasont valamint a bortezomibot leszamitva
szdmos szer beszerzése nehéz, vagy nem lehetséges esetenként egyedi
méltanyossaggal kérhetok, igy hazankban a transzplantaciora alkalmas betegek
kezelése VTD, VCD vagy bortezomib—doxorubicin-dexamethason (PAD) [30, 32]
indukcios kezelésekkel torténik [2]. Ezeken feliil, plazmasejtes leukémiaban vagy
extramedullaris plasmocytomaban jol alkalmazhato a VDT-PACE (bortezomib,
dexamethason, thalidomid, cisplatin, doxorubicin, cyclophosphamid ¢és etoposid),
mely egy tobb hatéanyagot tartalmazo kemoterapia [3]. A lenalidomid magas vagy
alacsony dozisti dexamethasonnal is jol alkalmazhatd transzplantaciora alkalmas
betegek esetén [33].

Transzplantaciéra nem alkalmas betegek kezelésének megkezdése esetén
fontos tényez0 a beteg allapota (fittsége, mobilitdsa). Leggyakrabban melphalan alapu
protokollt alkalmaznak, melyet ASCT-re alkalmas betegek esetén nem lehet mivel
Ossejt karosito hatasat mutattak ki. Kezdeti terapiaként, Gjonnan diagnosztizalt betegek
esetén VRD, valamint ennek alternativdja a daratumumab-lenalidomid- dexamethason
(DRD) alkalmazhat6 [34]. Hatékonynak bizonyult a melphalan- prednison- thalidomid
(MPT), lenalidomid-dexamethason (Rd), valamint kimutattak, hogy a bortezomib-
melphalan-prednison (VMP) [10] kezeléssel kedvezébb OS érhetd el, tovabba a
thalidomid-dexamethason (TD) [35] is hatékonyabb az idésebb pacienseknél, mint az
melphalan—prednisolon (MP) kezelés, azonban a kedvezétlen események gyakorisaga
nagyobb mértékben fordulhat elé [3]. Relapszus esetén az ixazomib-lenalidomid-

dexamethason (IRD) kedvezébb PFS-t eredményezett az Rd kezeléssel szemben [36].
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Az MM kezelése soran a citogenetikai rizikdcsoportok is fontos Szerepet
jatszanak, nagymértékben hozzajarulnak a kedvez6bb terapia kivalasztasdhoz,
melyhez kiilonboz6 kezelési protokoll ajanlasok vannak, kiilon valasztva a

transzplantaciora alkalmas és nem alkalmas betegcsoportokat [37].

1.4.5 Fenntarto kezelés

Altalanossagba véve megkiilonboztetiink konszolidacios és fenntartd kezelést.
Elobbi a kezdeti terapiat rovid ideig kovetd; mig az utobbi joval hosszabb ideig tarto,
alacsonyabb intenzitasu kezelést jelent. Fenntartdo terapiaként leggyakrabban
alkalmazott szer, a lenalidomid [15].
Palumbo és mtsai. az alabbi ajanlasokat dolgoztak ki a fenntartd kezelés
alkalmazasara:
o transzplantaciora nem alkalmas betegek esetén még nincs érvényben fenntartd
kezelés;
o thalidomid adhaté6 standard rizikdju betegeknek, azonban hosszutava
alkalmazasa esetén n6 a rizikoja a periférias neuropatia kialakulasanak;
o lenalidomid alkalmazasa esetén magas az esély egy masodik hematologiai
malignités kialakuldsara;
o bortezomib a thalidomid egy hatasos alternativdja lehet, periférias neuropatiara

kisebb a riziko.

1.4.6 ASCT

Az ASCT az 1970-es 1980-as évek ota a 65-70 éves kor alatti betegek esetén
standard kezelésnek szamit. A kezelésre valo felkésziilés soran a péaciensek periférias
Ossejt gylijtésen esnek at, melyet myeloablativ kondicionalas kovet €s a gytjtott
6ssejtek visszajuttatisa. Altalaban az ASCT-t 4-6 ciklus kezdeti indukcids terapia
elézi meg. Kiilonboz6 tanulmanyok eredményei, melyek legfoképpen az 0j terapias
szerek alkalmazasara épiilnek a kezelésnél azt mutattdk, hogy a korai (4-6 ciklus
kezelést kovetden azonnal) és a halasztott (relapszus esetén) ASTC esetén az OS-t
illetden nem volt kiilonbség, azonban minden beteg esetén megfontolandé melyik
kezelés a legalkalmasabb szamara [1, 15]. Az allogén transzplantacié fiatal, nagy

rizik6ju betegek esetén nagyon ritkan alkalmazhatd modszer [2].
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1.4.7 Kezelés monitorozasa, kezelésre adott valasz

A kezelésre adott valasz vizsgdlata altalaban szérum és vizelet vizsgalattal
torténik, mely soran az M-protein szint és konnyiilanc myeloma esetén a szérum-
konnytilanc szint mérésére keriil sor. Tovabba csontveld vizsgalat, mellyel a minimalis
rezidualis betegséget lehet kimutatni. Non-szekretoros és extramedullaris myelomaban
a csontveld vizsgalata és a képalkotok (MRI, PET) segitenek. Ezen vizsgalatokat
ajanlott a kezelési ciklusokat kdvetden elvégezni. Ha a beteg elért egy adott valaszt,
akkor amig nem meriti ki a progresszié definiciojat, addig abban marad. A myeloma
kezelésében alkalmazott egységes valaszkritériumokat az IMWG hatarozta meg mas
szervezetekkel egyiittmikodve, melyeket idokozonként feliilvizsgalnak, modositanak
(3. tablazat). Utoljara a minimalis/mérhetd rezidualis betegség (MRD) fogalmaval

bdvitették, mely molekularis genetikai és aramlasi citometrian alapuld technikédkkal

vizsgalhato [1, 2, 38, 39].

3. tablazat Kezelés soran meghatarozott valaszkritériumok az IMWG alapjan [10, 38,
40]
IMWG valaszkritériumok

Szigoru komplett valasz (SCR) Alabb definialt komplett valasz kiegészitve: normal FLC
arany, valamint csontveld biopsziabol immunhisztokémiai

modszerrel vizsgalva klonalis plazmasejtek hianya

Komplett valasz (CR) Szérum és vizelet negativ immunfixacio, lagyrész
plasmocytomak eltiinése, csontveld aspiratumban 5% alatti

plazmasejt arany

Nagyon jo parcialis valasz Szérum ¢és vizelet M-protein immunfixdcioval még

(VGPR) kimutathato de elektroforézissel mar nem

Szérum M-protein legalabb 90%-os csokkenése, valamint 24

oras gylijtott vizeletben az M-protein szint <100 mg/24h

Parcialis valasz (PR) Szérum M-protein legalabb 50%-os csokkenése és 24 oras
gylijtott vizelet M-protein szintjének legalabb 90%-0s vagy
200mg/24h ala csokkenése

Abban az esetben, ha a vizelet és szérum M-protein szint
nem detektdlhatd az M-protein  kritérium helyett
alkalmazando: legalabb 50%-o0s csdkkenés az érintett és nem

érintett FLC szintek k6zott
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Ha a fent emlitett modszerek egyike se alkalmazhato:
csontveldi plazmasejtek ardnyanak 50%-os csokkenése
sziikséges, valamint lagyszovet plasmocytomak méretének

50%-0s csokkenése

Minimalis valasz Szérum M-protein szintjének minimum 25%, de legfeljebb
49%-0s csokkenése, valamint 24h vizelet M-protein
szintjének 50-89%-os csokkenése. Lagyszovet

plasmocytomak méretének 50%-os csokkenése is sziikséges
Stabil betegség nem felel meg egyéb kritériumoknak

Progressziv betegség (PD) 25%-0s emelkedése, a legalacsonyabb megfigyelt
valaszértékhez képest az alabbi kritériumoknak:

Szérum M-protein (az abszolit emelkedésnek Sg/dl-nél

nagyobbnak kell lennie)

Szérum M-protein emelkedés nagyobb, mint 1g/dl, ha a

legalacsonyabb M komponens legalabb 5g/dl volt

Vizelet M-protein (az abszolut emelkedésnek 200mg/24h-
nal nagyobbnak kell lennie)

Meérhetetlen vizelet és szérum M-protein szint esetén FLC
figyelembevétele (az abszolut emelkedésnek 10mg/dl-nél

nagyobbnak kell lennie)

M-protein és FLC hidnydban, csontvel6i plazmasejtek
aranya (az abszolut emelkedésnek 10% felettinek kell

lennie)

Uj csontléziok megjelenése, keringd plazmasejtek 50%-0s

novekedése
Tulélés végpontok [40]
Progressziomentes tulélés a kezelés kezdetének iddpontjatdl a progressziv betegség
(PFS) megjelenéséig vagy a halalig eltelt id6
Osszesitett talélés (OS) diagndézistdl halalig eltelt id6

IMWG: International Myeloma Working Group; FLC: szabad kénnyiilanc

1.5 Uj prognosztikai és prediktiv markerek
A myeloma multiplex esetén a betegség heterogenitasa, melyet a tumor és
csontveldi mikrokdrnyezet is nagymértékben befolyasol, a varhato talélés par honaptol

akar tobb 10 évig is lehetséges. A nagyfokll heterogenitds magyarazatara, szdmos
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prognosztikai markert irtak mar le, azonban nehéz eldonteni, melyik igazan jelent6s.
Kiilonb6zd probalkozasok iranyulnak arra, hogy a kiillonb6zd prognosztikai faktorok
segitségével egységes riziko besorolasi rendszert alakitsanak ki, mellyel hatasosabban
lehetne a betegeket csoportositani, dsszehasonlitani.

Megkiilonboztetiink prognosztikai és prediktiv markereket, melyek fogalma
elkiilonil egymastol. A prognosztikai markerek a betegség kimenetelérél adnak
informéciot, mig a prediktiv markerek a kiilonb6zé gyogyszerekrdl és kezelésekrdl,
tovabba ezek hatasara elért valasz és kimenetel valdszintiségérél. Egy marker lehet
prediktiv, prognosztikai vagy mindkettd. A prediktiv markerek a személyre szabott
terapia esetén lehetnek hasznosak, mig a prognosztikai markerek a rizikd
besorolasokhoz nytjthatnak segitséget [41].

MM esetén a prognosztikai faktorokat két csoportra oszthatjuk: a) tumor
faktorok és b) host, beteg faktorok. Myeloma esetén szamos a prognozissal
kapcsolatban 1év0 markert azonositottak €s jellemeztek mar, melyek tobbsége még az
uj terapids szerek bevezetése elOtti vizsgalatokbol szarmazik, azonban prediktiv
biomarker csak kevés van [41]. A legfontosabb tumorhoz kapcsolt faktorok a
kromoszomalis rendellenességek és a gén expresszids profil. Egyes IgH lokuszt érintd
transzlokaciok, kedvezétleniil befolyasoljak a varhatod talélést. Kiilonbozé mutaciok
(DNS hibajavitasban résztvevd gének) szintén hatdssal lehetnek a betegség
kimenetelére. Azonban ezen eltérések nemcsak Onmagukban, hanem egyéb
laboratoriumi paraméterekkel (pl. a hemoglobin és a B2-mikroglobulin szint) is
egylittesen befolyasolhatjak a betegség heterogenitasat, rizikd besorolasat és a talélést
[42].

A génexpresszids technoldgidk, leginkabb specifikus expresszids valtozasok
markereinek detektdldsdra hasznalhatok, szintén segitik a betegség progndzisanak
megallapitasat [42]. Azonban e moddszerek hatranya, hogy nem standardizaltak és a
reprodukalhatosag hianya is hatassal van eredményeik pontossagara. Tébb nagyobb
tanulmany foglalkozik az MM génexpresszios profiljaval [43]. Ezek koziil az egyik
modell az Arkanzasi Egyetemen végzett 70gén modell (University of Arkansas for
Medical Sciences). Ezen vizsgalatok olyan gének azonositasara iranyultak, melyek a
sejtciklus  szabdlyozdsdban, angiogenezisben, sejt adhézidban, migracioban és
proliferacioban vesznek részt [44]. A masik 15gén modell (Intergroupe Francophone
du My¢lome) a magas rizikdju betegeket a proliferaciot szabalyozo gének vizsgalataba

vonta be, az alacsony rizikoji betegeket pedig a hiperdiploid kariotipus esetén

21



vizsgalta [45]. A két modell multivariancia analizissel térténé Gsszehasonlitisa soran a
70gén modell minden vizsgélt csoporton szignifikansnak mutatkozott, mig a 15gén
modell csak a bortezomib vizsgalatok esetén. Azonban a két tanulmany
Osszehasonlitasa soran, a vizsgalati korilmények, mérési technikdk ¢és egyéb
paraméterek eltértek egymastol. Ennek folyaman a génexpresszids vizsgalatok klinikai
alkalmazhatosdga nem elérhetd, jelenleg inkabb kutatasi eszk6zok maradnak [43].
Egy harmadik génexpresszios modell a SKY92 egy prognosztikai biomarker a két
évnél rovidebb varhato tulélésii, magas rizikoju betegek szamara [46].

A paciensekkel kapcsolatos prognosztikai faktorok koziil a legfontosabb az
¢letkor. Az Francophone Myeloma Intergroup vizsgalata alapjan a fiatalabb életkor,
mint fliggetlen tényezd befolyasolja a hosszabb tulélést. A betegek fittségi allapota
nagymértékben befolyasolhatja az alkalmazni kivant terdpia milyenségét, valamint
lényeges faktor még a komorbiditasok, tarsuld betegségek megléte [43]. A terapiara
adott valasz mind a prognosztikai, mind a prediktiv csoportba besorolhatd. A valasz
mélysége és a kimenetel kozott lényeges, fontos kapcsolat mutathatdé ki, ennek
folyaman a jol megvalasztott kezelési stratégia hatasara elért mélyebb valasz
kedvezdbb kimenetelt eredményez.

Prediktiv biomarkerek esete nem ennyire egyértelmi. Példaul a 17p13 delécio
kedvezdtlen prognosztikai marker, de nem prediktiv a valaszt, illetve a kimenetelt
illetden egyik jelenleg elfogadott gyogyszerre sem. Szamos olyan marker van, ami
segit a betegeket rizikocsoportba sorolni, azonban olyan ajanlas, amely a terapias
valasz eldre jelzésére szolgalnak a kiilonboz6 csoportok esetén kevés talalhato [41].

Kilonb6zé  klinikai  kutatdsok  iranyulnak, prediktiv  biomarkerek
alkalmazasaval a célzott terapidk vizsgalatara [42]. Egy tanulmany, lymphomas
betegek esetén kiillonb6zé markerek elemzésével kimutatta, hogy bizonyos
polimorfizmus (PSMB1 P11A, Proteasome subunit beta type-1) 6nmagaban és mas
markerrel egyiitt is hatassal lehet a kimenetelre az alkalmazott kezeléstdl fliggden [47].
Ennek tovabbi vizsgalata myelomas betegeknél is igéretesnek bizonyult [48]. A
prediktiv  értékkel rendelkez6 biomarkerek azonositasa, valamint a kialakult
rezisztencia hatterében allo génelvaltozasok vizsgalata, segithet optimalizalni a

relapszusos és refrakter myelomas betegek kezelését [42].
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1.5.1 Genetikai variansok adatbdzisai

A DNS szekvencian kimutathatd orokletes genetikai varidnsoknak fontos
szerepiik van a kiilonbozd fenotipusos valtozasok kialakuldsdban, valamint a
kiilonbozd korképek genetikai hattere befolyasolja a betegségekre vald hajlamot, azok
patogenezisét, rizikdjat. Ezen variansok azonositdsa, vizsgdlata hozzajarulhat a
megeldzéshez, diagnozishoz valamint betegség fennallasa esetén egy célzottabb
kezeléshez, az arra adott valaszhoz, tovabbd a személyre szabott gydgyaszat
fejlédésére is hatassal van [49]. A human genom nukleotid sorrendjének felallitasara
iranyul6 vizsgéalat a Human Genom Projekt volt, mely 1990-ben kezdddott és 2001
februarjaban hoztak nyilvanossagra az elsé adatokat [50]. Ezt kovette a 2002
oktoberében elindult nemzetk6zi HapMap projekt. Ennek soran, olyan nyilvanos
genom adatbazis megalkotasa volt a cél, amelyben megtalalhatoak gyakori egypontos
nukleotid polimorfizmusok (SNP), kapcsoltsagi adatok, SNP genotipizélési technikak
¢és web-alapu eszk6zok az adatok tarolasara és megosztasara [49]. A HapMap projekt
magaba foglalta a teljes genom asszociacios vizsgalatokat (genome wide association
study, GWAS) is. A GWAS soran gyakori genetikai variansok, legtobbszér SNP-k
betegségekkel, klinikai allapotokkal val6 Osszefiiggéseit vizsgdljdk, nagy
ateresztoképességli  genotipizaldsi moddszerek alkalmazasaval. Mivel az egy
kromoszoma région beliilli SNP-k szoros kapcsolatban allnak, elegendé néhéany jol
megvalasztott SNP vizsgalata, igy egy betegség fennallasat, ahhoz a bizonyos
l6kuszhoz, haplotipushoz asszocialjak, ahol ezen SNP-k kodoltak. Ezen vizsgéalatok
kivitelezés€hez nagy segitséget nyujt a haplotipus térkép. A GWAS vizsgélatok egyik
legnagyobb hibaja azonban a fals pozitiv 6sszefliggések kimutatasa. Ennek egyik oka
lehet a hibds gentopizalds, valamint a vizsgalatokra nem alkalmazhaté p<0,05
szignifikancia szint, mely helyett Bonferroni korrekciot hasznalnak a fals pozitiv
eredmények csokkentésére. Felmeriilhet még hibaként, hogy a kiilonb6z6 populaciok
esetén az allélfrekvenciak valtozok. Ezaltal a vizsgalatok hibasan azonosithatjak az
egyes populacios alcsoportok esetén, a betegséghez kapcsolodd géneket [51]. A
https://www.ebi.ac.uk/gwas/ honlapon publikalt GWAS vizsgalatok elérhetok.

Az 1000 genom projektet 2008 és 2015 kozott végezték, megalkotva egy
egyszeriibb szekvencia adatbazist nagyszamu, 1500 egyén szekvenalasi adatai alapjan,
amely olyan genetikai variansokat tartalmaz melyek a populécido 1-5%-anal jelen

vannak [51].
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Az MM egy rendkiviil heterogén multifaktoridlis korkép, ezaltal a
kialakuladsara, rizikdjara, a betegségre vald hajlamra, valamint a betegség fennallasa
esetén a kimenetelre, kezelésre szdmos genetikai vizsgalat iranyult. Olyan funkcionalis
jelentdséggel bird géneken taldlhatd polimorfizmusokat vizsgéltak, melyek hatéassal
vannak az immun folyamatokra a velesziiletett immunitas esetén, ezek koziil is
leginkabb a gyulladasos citokinek, interleukin-6 (IL-6), tumor nekrézis faktor alfa
(TNF-a), valamint az NF-kB. Kiilonb6z6é tanulmanyok iranyultak arra, hogy egyes
SNP-k milyen mértékben befolyasolhatjak, van e hatdsuk a gyogyszer
metabolizmusban résztvevé CYP enzimek, DNS javitas €s sejtciklus valamint az
apoptozist szabalyozo gének (p53) mikodésére [52]. Egy nagy GWAS vizsgalat az
MM poligénes tulajdonsaganak vizsgéalatara iranyul, melyben tobb kromoszoman 1évé
l0kuszt elemez egyenként és egyiitt [53]. Az MM thlélésre iranyuld els6 GWAS soran
a 16-os kromoszéman azonositottak egy lokuszt, mely hatissal volt az Osszesitett
tulélésre. A vizsgalat alapjan az FOPNL (fibroblaszt novekedési faktor receptor 1
onkogén partner N terminalis) lokuszon 1évé SNP-k, emelkedett expressziot

eredményeznek, mely kedvezétlen tiléléssel lehet kapcsolatban [54].

1.5.2 FOPNL fehérje és a centroszoma MM-ben

A FOPNL (fibroblaszt novekedési faktor receptor 1 onkogén partner N
terminalis) fehérje a 16p13.11 kromoszoma régidban kodolt. Hivatalos elnevezése a
génnek: centroszomalis protein 20 (CEP20), egyéb megnevezései lehetnek: FOPNL,
FOR20. A FOPNL a FOP (FGFR1 oncogén partner) fehérje csaladdal mutat nagyfoka
szerkezeti hasonlosagot, melyet 4 alcsoportra oszthatunk: FOP fehérjék, OFD1 (oral
facial digital 1) fehérjék, a névényi TONNEAUT1 fehérje és a FOPNL. Az FOPNL
szamos szOvetben eléforduld centroszomalis fehérje, mely a sejtosztodas egyes fazisai
soran kimutathato a pericentrioléaris anyagl (PCM1)- gazdag pericentriolaris térben is
[55]. F6 funkcidja a csillok kialakulasanak, a normal ciliogenezisnek a szabalyozasa,
valamint kozvetett szerepet jatszik a sejtciklus szabalyozasi folyamataban is. Ezeken
feliil hozzajarul a mikrotubulusok depolimerizaciojahoz és a sejtmozgashoz is [55-57].

Az FOPNL fehérje a csillok tobblépcsds kialakuldsa soran sziikséges, hidnya a
ciliogenezis teljes gatlasat, vagy a csillok hosszanak csokkenését eredményezheti.
Kialakulasuk ¢és lebomlasuk a sejtciklussal szoros Osszhangban van, részt vesznek,
olyan folyamatok szabalyozasaban, melyek a sejtek és a korilottik 1évé kornyezet

kolcsonhatasainak feldolgozasahoz sziikségesek [55, 58-60].
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A FOPNL egy masik f6 funkcioja a polo-like kinaz 1 (Plk1l) mitotikus kinaz
centroszomahoz segitése a sejtciklus soran. A Plk1 egyéb mitotikus kindzokkal egyiitt,
nélkiilozhetetlen a megfeleld kromoszoéma szegregaciohoz. A FOPNL sziikséges
ahhoz, hogy az sejtciklus az S fazison athaladjon, hianya zavart okozhat, mivel nincs,
ami a Plkl-et oda vonzza. Kimutattadk, hogy FOPNL hidnyaban a Plkl expresszio
onmagaban nem elegendd, azonban a FOPNL miikddését a Plkl nem befolyasolja,
nincs ra hatassal [61, 62].

A centroszoma mikrotubulus organizal6 kézpont, normal funkcidja a mitotikus
bipolaris orsé iranyitdsa a mitdzis folyaman, mely elengedhetetlen a megfeleld
kromoszéma szegregacidhoz és a citokinézishez. A centroszéma apré organellum, két
egymasra merdlegesen elhelyezkedé henger alaki centriolumbol all, melyet a
pericentriolaris anyag vesz koriill. A centroszoma a sejtciklus alatt csak egyszer
duplikalodik, amely soran mindkét leanysejt egy centroszomat kap. Maga a duplikaciod
folyamata szorosan kapcsolodik a sejtciklushoz ¢és szabalyozott, valamint a
centroszoma is részt vesz a sejtciklus szabalyozasi folyamatdban. Miikodési zavara
foként tumoros megbetegedéseket illetden gyakori, mely esetén a genom nagyfoku
strukturalis atrendezodésen mehet keresztiil, tovabba kromoszoma instabilitassal is
Osszefliggésben van. A centroszoéma abnormalitdsok, szolid tumorok jelentds részénél,
valamint leukémidk ¢és lymphomak esetén is kimutathatok. A centroszéma
rendellenességek kiilonbozé formakban lehetnek jelen: centroszomak szdmanak
emelkedése (centroszoma amplifikdcid), abnormadlis struktura és funkcid, tobb
centriolum, pericentrioldris anyag és a centroszomalis fehérjék felhalmozdodasa. Szolid
tumorok vizsgalata esetén a centroszoma abnormalitasok és az aneuploiditas kozott
erds pozitiv korrelaciot mutattak ki, amely a betegség eldrehaladott allapotaval és
agressziv klinikai lefolyassal is Osszefiiggésben lehet [63, 64]. Myeloma multiplexet
illetéen a centroszéma abnormalitassal foglakoz6 tanulmanyok egyike kimutatta, hogy
a sejtenkénti atlagos centroszéma szam, MGUS-hoz és a kontroll plazmasejtekhez
képest (lymphomads betegek csontveldi sejtjei), szignifikansan emelkedett volt MM-
ben [65]. Masik tanulmany vizsgalta, a plazmasejtes neoplazia egyes szakaszain
(MGUS-t6l az MM-ig) a centroszoma amplifikaciot. Kimutatta, hogy minden esetben
jelen volt eltérés, mely a betegség elérehaladasaval fokozatos emelkedést mutatott. A
vizsgalatok kovetkezményeképp megallapitottak, hogy a centroszoma amplifikacio, a
myeloma patogenezisében egy korai eseménynek tekintheté [66]. A centroszoma

amplifikacio egyik f6 kovetkezménye az aneuploiditas. Azonban ezidaig, nincs olyan
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tanulmany, amely vilagos Osszefiiggést mutatott volna ki myeloma esetén a
centroszoma amplifikacid és aneuploiditas vagy a kromoszomalis eltéréseket illetéen
[63]. Az aneuploiditds a mitdzis esetén multipolaris orsokat eredményez, amely
osztddas szempontjabol alapvetéen hatastalan, ezaltal intramitotikus, posztmitotikus
sejthalal kovetkezhet be vagy ezen sejtek eloregednek, megakadalyozva a
tumorndvekedést. Igy az aneuploiditisnak mintegy anti-proliferativ hatasa lehetséges,
mely soran tumorszupresszorként is funkcionalhat. A myeloma klonok melyeknél
centroszoéma amplifikaci6 ¢és kromoszoma rendellenességek megfigyelhetoek,
elveszithetik érzékenységiiket az apoptotikus szignalok irant igy nem eliminaldédnak
tovabb negativ szelekcid révén, valamint ezen sejtek esetén a gyogyszerek vagy
sugarzas indukalta apoptdzis aktivacio is alacsonyabb lehet [64].

A sejtciklus folyamataban és szabalyozasaban szamos tumor asszocialt fehérje vesz
részt (CDK1-cyclin B, p53, Plk1, Myc stb.), melyek koziil vannak olyanok, amelyek a
myeloma patogenezisének alapjat képezo kétféle genetikai eltérés a hiperdiploiditas és
IgH transzlokacids abnormalitasok kialakuldsdban jelentds szerepet toltenek be.
Szoros kapcsolat mutathat6 ki a centroszéma amplifikacié és az IGH transzlokacios
eltérések kozott. Alacsony €s magas centroszoma indexszel (CI) rendelkezd tumorok
génexpresszids vizsgalata soran, a magas CI esetén mutattak ki tilnyomorészt magas
expressziot. Ezek a gének olyan fehérjéket kodolnak, melyek kapcsolatban allnak a
centroszomaval, sejtciklussal, proliferacioval, részt vesznek a DNS javitasban/G2
sejtciklus ellendrzépontok. [A gén expresszion alapuld index (centroszoma index CI),
a fo centroszomalis fehérjéket kodold gének expressziojat foglalja magaba, amelyek
szoros kapcsolatot mutatnak centroszoma amplifikacioval] [63]. Egy tanulmany
Ujonnan diagnosztizalt MM betegek vizsgélata soran kimutatta, hogy az emelkedett
CI, emelkedett centroszéma amplifikacio kedvezdtlen progndzist jelent. Tovabbéa azon
pacienseket illetéen, akiket kemoterapiaval vagy ASCT-vel kezeltek és bortezomib
terapidban részesiilt relapszusos betegeknél szignifikansan kedvezdtlen tulélés volt
megfigyelheté emelkedett CI esetén. Multivarancia analizis pedig az emelkedett CI-t

fiiggetlen prognosztikai faktorként mutatta ki [67].

1.5.3 PSMB fehérjék és a proteaszoma MM-ben
Eukaridta sejtek esetén a cellularis funkcido egyik lényeges eleme az
intracellularis fehérjék lebomlasa, mely torténhet nem specifikus modon a

crer
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komplex végzi (2. abra). A 26S proteaszOma ATP (adenozin trifoszfat) fiiggd proteaz,
mely az ubiquitin rendszerrel egyiittmiikddve vesz részt a fehérje lebontas
folyamatdban, azonban szamos egyéb funkcidja ismert. A lebontandd fehérjék
legalabb négy ubiquitin monomerbdl allo polyubiquitin konjugaciot kdvetden
keriilhetnek be a proteaszomakba. A 26S protcoszoma részt vesz a sejtciklus
folyamatdban, DNS javitasban, immunvalasz és jelatviteli folyamatok, transzkripcio,
metabolizmus, fehérjék mindségi ellendrzése esetén is fontos szerepet tolt be.

A 20S rész belsé kamrajaban talalhatéak a proteolitikusan aktiv helyek (B
alegységek), melyek a proteolizisért felelosek, és ehhez a belsé részhez az a gytriik
szolgaltatjak a kaput. A 19S a polyubiquitinalt fehérjék felismeréséért felelds rész,
mely folyamat biztositja a szelektivitast; a kiilsé o gylri kinyitasaért, mely
de-ubiquitinalizaciojaért. A 14 alegységb6l 3 B alegység, hidrolitikus aktivitassal,
kiilonboz6 szubsztrat specificitdsu  threonin protedz katalitikus centrummal
rendelkezik. Ezek az aktiv helyek a proteolitikus kamra kiils6 felszinén talalhatdak, és
a peptid kotések hasitasat végzik a karboxil terminalis végen. A Bl alegység kaszpaz-
szer(i aktivitdssal rendelkezik, mely a peptid kotéseket hidrolizalasat negativ toltésii
aminosav részekre végzi. A B2 alegység tripszin-szeri aktivitassal leginkabb pozitiv
toltésti aminosavakra, a B5 alegység pedig kimotripszin-szerli aktivitdsa révén nagy
hidrofob aminosav részekre hasitja a fehérjéket [68, 69].

A gerincesek esetén tovabbi 4 kiilonb6z6 katalitikus B alegység van. Harom
interferon (IFN)y-indukalhat6 immunproteaszoma a B11, 21 €s 51, melyek emelkedett
kimotripszin és tripszin-szerti aktivitassal rendelkeznek és egy timusz specifikus B5t
timuszproteaszoma, melyeknek a szerzett immunitas esetén van szerepiik [18, 68, 70].

A PSMB1 gén 6q27 kromoszoéma régidoban talalhatd, a proteaszoma 6
Ez az alegység nem rendelkezik proteolitikus aktivitassal, azonban a 20S proteaszoma
kialakuldsdban van jelentdsége. A proteaszomak Osszeszerelddése az a alegységek
gylirivé alakuldsadval kezdddik, melyek mintegy allvanyként szolgalnak a f3
alegységek szamara. Ezt kovetden csatlakoznak a B alegységek B1, BS és 6, melyeket
az ugynevezett Umpl (underpinning maturation of proteasome) proteaszoma érést
segitd faktor segit [68]. A B alegységek kozil 5 (B1, B2, BS5, P6 és B7) N-terminalis
propetiddel szintetizalodik, melyek az 0sszeszerelddés végsd 1€pése soran tiinnek el.

Szekvencidjuk nem konzervativ, és hossztsaguk is kiilonbozik. Ezek koziil csak a B5
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alegység propeptid delécidja végzetes, a tobbi esetleges delécidja nem befolyasolja
alegységek sziikségesek a threonin rész kialakuldsahoz, valamint ezen katalitikus
kozpontokat védik az acetilaciotol és az inaktivaciotol is [18, 68]. Ezen feliil, egy
2019-es tanulmanyban kimutattdk, hogy a PSMB1 virus indukalta velesziiletett
immunvalasz soran negativ szabalyozoként miikodik. A vizsgalat soran a PSMB1
tulzott expresszidja hatdsara a virus indukalta IFN promoter aktivacioja gatolt volt,
mig a PSMB1 elcsendesitése soran emelkedett termelédést mutatott [71].

A malignus plazmasejtek transzkripcios faktorok aktivitasanak hatasara gyors
proliferaciéra képesek, valamint nagy mennyiségli abnormadlis immunglobulint
termelnek és szekretalnak. Az ubiquitin proteaszoma rendszernek, a proteaszoma 26S
alegysége meghatarozo eleme [72]. Fontos szerepe van az intracellularisan
felhalmozddott, fel nem tekeredett fehérjék valamint a toxikus fehérjék lebontasi
folyamatanak szabalyozasaban [73]. Az MM kezelés soran a proteaszOma gatlas
fehérje felhalmozodashoz, endoplazmatikus retikulum stresszhez és végiil sejthalalhoz
vezet. A myeloma sejtek apoptozisat szelektiven indukald proteaszéma inhibitorok, a

26S proteaszoma alegységének gatlasa soran érik el [72].
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2. Célkitiizések

Munkénk soran a myeloma multiplex esetén kordbban a nemzetkdzi
irodalomban azonositott FOPNL és PSMB1 polimorfizmusok vizsgalatat tiiztik ki
célul egy klinikailag jol jellemzett MM betegcsoportban.

1. A myeloma tulélésre irdnyuldo els6 GWAS vizsgalat soran kedvezdtlen
prognosztikai faktorként azonositott FOPNL rs72773978 polimorfizmus genetikai
vizsgalata magyarorszagi beteg és egészséges kontroll egyének mintain. Vizsgalni
kivantuk hatassal van-e a varians allél a klinikai jellemzOkre (nem, életkor, ISS,
citogenetikai abnormalitdsok), az MM-ben szenvedd betegek esetén.

2. Vizsgalati terviink része, a meghatarozott FOPNL rs72773978 polimorfizmus
prediktiv hatasédnak felderitése (az Osszesitett talélés, valamint a progresszidomentes

tulélés szamitasa kiilonbozo kezelésben részesiilt MM betegcsoportok esetén).

3. Egy uj, feltételezhetden a myeloma kezelése soran alkalmazott bortezomib
kezelésre hato PSMB1 rs12717 polimorfizmus genetikai vizsgalata myeloma
muliplexben szenvedd betegcsoporton, valamint klinikai jellemzok (nem, é€letkor, ISS,
citogenetikai abnormalitdsok) elemzése a kiilonb6z6 genetikai variansok esetén.

4. PSMB1 rs12717 polimorfizmus prediktiv hatasanak vizsgalata (az Osszesitett
tulélés, valamint a progresszidomentes talélés szamitdsa kiillonbozdé kezelésben
részesiilt MM betegcsoportok esetén).

5. A PSMBL1 rs12717 polimorfizmus funkcionalis vizsgalata egészséges egyének
mintdin. A vizsgalattal arra kerestiik a valaszt, hatdssal van e a polimorfizmus a
proteaszomak szerkezetének kialakuldsara, proteolitikus aktivitasaira valamint, hogy a
bortezomib gatlds sordn a proteolitikus aktivitdsok hogyan alakulnak az egyes

genetikai variansok esetén.
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3. Modszerek

3.1 Vizsgalt egyének

Vizsgalataink sordn a betegcsoportot csak kezelést igényld myeloma
multiplexes betegek alkottdk, a smouldering myelomaban szenvedd betegeket nem
vontuk be.

Az FOPNL rs72773978 polimorfizmus vizsgalatat 373 MM-ben szenved6
betegcsoporton végeztilk el. A betegek diagnézisa ¢és kovetése a Dél-pesti
Centrumkoérhézban tortént 2005 és 2013 kozotti idészakban. A vizsgalat soran az
rs72773978 polimorfizmus magyarorszagi allélfrekvencidjanak meghatarozasahoz a
kontroll csoport 112 egészséges véradobol allt. A PSMB1 rs12717 polimorfizmust
illetéen, 211 MM beteget vontunk be a vizsgalatba. A betegek diagndzisa és kovetése
a Dél-pesti Centrumkorhdzban tortént 2007 és 2013 kozotti idészakban. A
proteaszoma ¢s PSMB1 expresszi6 és funkcidjanak vizsgalatat 7 egészséges onkéntes
egyén mint4jan végeztiik el. A betegek ¢és egészséges egyének tdjékoztatason alapuld
beteg beleegyez6 nyilatkozatot irtak ala.

A Kklinikai adatfeldolgozas retrospektiv modon tortént: az alkalmazott kezelési
protokollok fiiggtek a beteg allapotatol, hogy transzplantaciora alkalmas-e, valamint
meghatarozo volt az is, hogy a beteg milyen citogenetikai rizikocsoportba tartozott
[10, 13, 41]. Az alkalmazott terapiakat két nagyobb csoportra osztottuk. A bortezomib
alapu kezelések a kovetkezd terapias megkozelitések: bortezomib-thalidomid-
dexamethason (VTD) [28]; bortezomib-melphalan-prednison (VMP) [10];
bortezomib—doxorubicin-dexamethason vagy bortezomib-cyclophosphamid—
dexamethason (PAD+VCD) [30, 32]; bortezomib-dexamethason (VD) [74]. A nem
bortezomib alapt protokollok: cyclophosphamid—thalidomid—dexamethason vagy
thalidomid-dexamethason [35]; vincristin—doxorubicin—dexamethason (VAD) [27];
melphalan—prednisolon (MP), lenalidomid—dexamethason [13].

A kiilonboz6 kezelésekre adott valasz, az egyes terapids ciklusokat kovetd
vizsgalatok alapjan hatarozhato meg [38]. A terapia a legjobb valasz eléréséig torténik,
mely utdn a betegek rendszeres monitorozasa ajanlott az esetleges relapszus, valamint
a kiilonboz6 szovodmények megeldzése céljabol. Megfigyeléseink soran terapids

valasz megjelenésének értékeltiik a komplett valaszt (CR), nagyon jo parcidlis véalaszt
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(VGPR), parcialis valaszt (PR) valamint a minimalis valaszt (MinR), mig a terapias

valasz hianyéanak a stabil és a progressziv betegséget.

3.2 Molekuléris genetikai vizsgalatok
3.2.1 Nukleinsav izoldlds

A genomialis DNS izolalas etilén-diamin-tetraecetsavval (EDTA) vagy Na-
citrattal alvadéasgatolt periférias vérbol vagy csontvel6bol tortént, Gentra Puragene
Blood Kkittel (Qiagen), a gyartdé utasitasainak megfeleléen. A mintakat -20°C-on
taroltuk.
3.2.2 Valos idejii PCR
3.2.2.1 FOPNL rs72773978

Az FOPNL polimorfizmus (CEP20 ¢.227-897T>A intronikus, aminosavcserét
nem eredményezd SNP) vizsgélata, valos idejii PCR-t kovetd olvadasi gorbe
analizissel tortént, LightCycler 48011 (Roche) késziiléken. A méréshez hasznalt
amplifikacios primerek és hibridizacios probak, melyeket LightCycler Probe Design
szoftverrel (Roche Diagnostics, Basel, Switzerland) terveztiink, az alabbiak voltak:
forward primer: 5°-TGA TGG GAG GCA GTG AG-3’; reverz primer: 5’-GGG AAG
CTT GAT CTG TGT TT-3’; anchor proba: 5’-Cy5-AGG CAG TGA TGC TAG TGA
TGG GC-foszfat; szenzor proba: 5°-GCC AAC AGG AGG CAG AGC-fluoreszcein.
A PCR a kovetkezd Osszetevoket tartalmazta: PCR MyTaq'™ Mix (Bioline, Bio-
25042, Taunton, USA) a gyarto leirasanak megfelelen, 25ng genomialis DNS, ezen
kiviil a primerek eltérd koncentracidoban, forward: 0,25uM, reverz: 0,75 uM valamint a
jelolt oligonukleotidokat azonos aranyban (0,4uM). A PCR a kezdeti denaturaciot
kovetden 70 ciklusbol allt, amelyet 35°C-rol 85°C-ig tartd olvadasi gorbe analizis
kovetett. A két hibridizaciés proba kozill a szenzor a szekvencia variabilis
(polimorfizmust tartalmazo) részére illeszkedik. A szenzorhoz képest az anchornak
joval magasabb az olvadasi homérséklete, igy az olvadaspont analizis kizardlag a
szenzortol fligg. A 70 ciklusos (95°C 20 mp, 55°C 30 mp, 72°C 45 mp) PCR-ben
keletkez6 termékek olvadasi gorbe analizise soran a késziilék a hdmérsékletet
fokozatosan emelte 35°C-r6l 85°C-ra folyamatos fluoreszcencia mérés mellett. Bazis
eltérés esetén az polimorfizmusra illeszkedd szonda olvadaspont csokkenést okoz,

amelynek segitségével az rs72773978 allél genotipusa meghatarozhato.
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3.2.2.2 PSMB1 rs12717

A PSMB1 rs12717 varianst (c.31C>G nukleotid csere cDNS szinten; p.Prol1A
vagy P11A aminosavcsere) a fentebb leirt modszerhez hasonléan hataroztuk meg. A
reakcié soran alkalmazott amplifikacids primerek €s hibrdizacids probak az alabbiak
voltak: forward primer: 5°- GTG AGA CAG CAA GTG TCG -3’; reverz primer: 5’-
GTG ACT CCT AAA TAG GCT TCA G -3’; szenzor proba: 5°- GGC TCC TGG
CAG AGA CTT GG - fluoreszcein; anchor proba: 5° - Cy5- ATG GAA CCG CAC
AGA GCC G - foszfat. A valos idejii PCR sordn a reakcidelegy az amplifikacios
primereket eltéré koncentracioban tartalmazta: forward 0,15 uM; reverz 0,5 uM;
oligonukleotidot tartalmazott MyTaq™ Mix-szel (Bioline, Bio-25042, Taunton,
USA). A PCR koriilmények az alabbiak voltak: kezdeti denaturacié 3 perc 95°C-on,
70 ciklus mely 95°C-on denaturacioval kezdédott, az annelacio 50°C-on majd az

extenzid 72°C-on tortént, végiil az olvadasi goérbe analizis 40°C-80°C-ig.

3.3 Proteaszoma expresszid és funkcio vizsgalata

A vizsgalatok az Eotvos Lorand Kutatasi Halozat, Természettudomanyi
Kutatokozpontjaban torténtek.
3.3.1 Proteaszoma és PSMB1 expresszio vizsgadlata

A proteaszoma expresszid €s funkcid vizsgalata soran, a PSMB1 rs12717
polimorfizmust illetéen, homozigota C/C és G/G genotipusti egészséges egyeének (3
férfi és 4 no, atlag életkor: 4248 év) mintajaval dolgoztunk. Az EDTA-val
alvadasgatolt teljes vért 1%-0s paraformaldehiddel 37°C-on 5 percig fixaltuk.
Centrifugalast (500g, 5 perc) és PBS-es (foszfat pufferelt s6oldat, phosphate-buffered
saline) mosast kovetéen, 10 masodperc 37kHz, 50/100W szonikacidé tortént.
Kovetkezo 1épésként, a sejteket PBS-ben szuszpendaltuk, majd poliklonalis nyul anti-
PSMB1 (1:80, Biomol, Hamburg, Germany) vagy anti-proteaszoma 20S a+f
antitestekkel jeldltiikk (1:100, Abcam, Cambridge, UK). Az alkalmazott antitestek az
alabbi sejttipus specifikus markerekkel voltak konjugalva: phycoerythrin (PE)
konjugalt anti-CD3 (1:200), PE konjugalt anti-CD14 (1:100), vagy Peridinin
Chlorophyll Protein Complex (PerCP) konjugalt anti-CD19 (1:100). Az antitestekkel
az inkubacié mindegyik esetben 37°C-on 40 percig tortént. Mosast kovetéen a
sejteket, Alexa Fluor 488-konjugalt, kecskében termelt anti-nyal 1gG (H+L) (1:100,
Life Technologies) antitesttel inkubaltuk 37°C-on, 30 percig. Mosas utan, 2,5 uM
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DRAQS5-t (Biostatus, Shepshed, UK) tartalmazé PBS-ben szuszpendaltuk a sejteket.
Az optikai interferencia elkeriilése miatt, amikor a PerCP-konjugalt markert
alkalmaztuk, a DRAQS5 festést kihagytuk. A sejteket FACSCanto II aramlasi
citométerrel vizsgaltuk 488nm hullamhosszon (emisszios filterek az alabbiak voltak:
488/10, 585/42, 670LP és 660/20 nm). A mérés soran szekvencialis kapuzast
alkalmaztunk, igy eldszor a DRAQS festett sejtek szelektalodtak (kivéve az anti-
CD19). A tovabbi kapuzas az eldre és oldalra szort fény alapjan tortént. A T-sejtek
CD3, B-sejtek CD19, valamint a monocytak azonositasa CD14 jel6lés alapjan tortént.
A granulocytdk azonositasa kizardlag a szort fény intenzitasa szerint tortént. A relativ
anti-PSMBI1 és anti-proteaszoma 20S jelolés kifejezése a median fluoreszcencia
intenzitasokkal tortént, azon median értékekkel elosztva, amelyeket a masodlagos
antitestekkel kaptunk (autofluoreszcencia kontroll).
3.3.2 Proteaszoma funkcio vizsgalata

A vizsgalatot, periférias vér mononuklearis sejtjeib6l végeztik, melyeket
striiség gradiensen alapuld centrifugalassal izolaltunk, 1200-as fordulatszamon 20
percig, (Leucoprep Lymphocyte Separation Media, Intron Biotechnology, Dél-Korea).
Ezt kovetden 3-szor mostuk a sejteket sooldattal, majd 40mM Tris-t, 50mM NacCl,
5mM MgCl,, 2mM B-mercaptoethanolt és 10% glycerolt tartalmazo pufferral lizaltuk.
Szonikaciot kovetden, eltavolitottuk a sejttormeléket, majd Bradford-moédszerrel
meértiik a fehérjekoncentraciot és 2,5mg/ml-re allitottuk be. A lizatumok kimotripszin-
szerl, kaszpaz-szerii és tripszin-szerii aktivitasat Proteasome Activity Fluorometric
Assay Kit II (UBPBio) kittel hataroztunk meg, a gyartd utasitasainak megfelelden,
melynek sordn 30ul lizatumhoz 120ul puffert adtunk, amely tartalmazta a fluorogén
peptid szubsztratot. A bortezomib gatlds vizsgalatdhoz, a reakcio inditasa eldtt, a
mintakat szobahdmérsékleten 30 percig eldinkubaltuk a gyogyszerrel. A fluoreszcens
termék keletkezését (460nm), fluoreszcens talca leolvasoval hataroztuk meg. A
specifikus aktivitast a gorbe kezdeti emelkedése és a minta fehérje koncentracidja

alapjan hataroztuk meg.

3.4 Fluorszcens in situ hibridizacios vizsgalat (FISH)

A vizsgélatok a Dél-pesti Centrumkorhaz Citogenetikai Laboratériumaban
torténtek. A vizsgalat soran fluoreszcensen jelolt probadkat alkalmaztunk csontvel6i
sejteken, melyek alapjan az alabbi citogenetikai abnormalitasok voltak kimutathatok:
t(11;14), t(4;14), t(14;16) IGH transzlokaciok, 13q és 17p delécid, 1q amplifikacid
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valamint hiperdiploid eltérések. A kromoszoma rendellenességek szerint a betegek két
nagy csoportjat kiilonboztettilk meg: magas rizikojunak (MR) tekintettiik azokat,
akiknél t(4;14), t(14;16), t(14;20), del(17p) és 1q amp volt kimutathato, a tobbi beteget
pedig a standard rizikoja (SR) csoportba soroltuk. A FOPNL csoportnal 373 betegbdl
346 esetében volt elérhetd FISH eredmény, mig a PSMB1 vizsgalat soran 211 betegbdl
194 esetében.

3.5 Statisztikai feldolgozas

A nem folyamatos valtozok 6sszehasonlitasara khi-négyzet vagy Fischer tesztet
alkalmaztunk. A folyamatos valtozok vizsgalata pedig Mann-Whitney vagy Kruskal-
Wallis teszttel tortént. A polimorfizmusok esetén a kontroll és betegcsoportnal az
allélfrekvenciat 95% konfidencia intervallummal adtuk meg (95%Cl). A
progressziomentes tulélést (PFS) az elsé kezelési ciklust kovetden és az Osszesitett
talélést (OS) Kaplan-Meier gorbékkel vizsgaltuk, az eredményeket log-rank teszttel
hasonlitottuk ~ 0ssze. Multivariancia analizis Cox-regresszidoval tortént. A
vizsgalatokhoz SPSS (20.0 verzid) program csomagot hasznaltuk (SPSS, IBM Corp.,
Armonk, NY). A PSMBI expresszio, proteaszoma funkcidé Osszehasonlitasara a
kiilonb6z6 csoportok esetén Student t-tesztet alkalmaztunk. A p <0,05 értékeket

tekintettiik szignifikansnak.
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4. Eredmények

4.1 FOPNL rs72773978
4.1.1 FOPNL rs72773978 polimorfizmus és klinikai jellemzok

373 MM-ben szenvedd betegcsoporton végeztiik el a vizsgalatot. A teljes
csoporton a polimorfizmus az aldbbi eloszlast mutatta: homozigdta AA genotipusu
volt 328 (87,9%) egyén, heterozigdta AT 43 (11,5%) és homozigota TT 2 (0,5%)
beteg volt. A vizsgalati csoport allélfrekvencidja (AF + 95%CI) 6,3 + 1,8% volt, mig
az egészséges kontroll csoport esetén is hasonld minor allélfrekvencia volt
megfigyelhet6 (6,3 + 3,2%). A National Center for Biotechnology Information (NCBI)
dbSNP adatbazisban taldlhatd eredmények esetén sem volt kiilonbség (varians
allélfrekvencia: 6,67%). A homozigéta TT egyének alacsony szdma miatt a tovabbi
vizsgalatokat, domindns modell alkalmazasaval végeztiik: az AT genotipusu betegeket
Osszevontunk a TT minor varianst hordozokkal. Vizsgalataink sordn az alabbi klinikai
jellemzdket vettiik figyelembe: nem, életkor, ISS, citogenetikai eltérések. A férfiak
188 (50,4%) és ndk 185 (49,6%) aranya kozel azonos volt. Az atlag életkor 60,5 +
11,2 év volt. Az ISS megallapitdisa minden esetben a diagnozis felallitdsaval egy
idében tortént. ISS1-es 103 (30,6%), 1SS2-es 88 (26,2%) és 1SS3-as csoportba 145
(43,2%) beteg tartozott. A citogenetikai eltéréseket illetéen, 27 esetben nem volt
elérhetd FISH eredmény igy az Osszehasonlitdsokat 346 betegnél végeztiik el. 282
betegnél volt kimutathato eltérés, 64 beteg esetén pedig a rendelkezésre allo
fluoreszcens probak alkalmazasdval nem volt citogenetikai eltérés kimutathato. A
betegek 72%-at a standard rizik6ji, mig 28%-at pedig magas rizikoju citogenetikai
rizikd csoportba soroltuk. Figyelembe véve a betegek klinikai paramétereit, egyik
esetben sem volt szignifikans kiilonbség az FOPNL minor allélhordozast illetéen (4.

tablazat).

4.1.2 FOPNL rs72773978 polimorfizmus és a terapia kimenetele

A betegek nagy része (n=241, 64,6%) bortezomib alapu (PI) kezelést kapott,
mig a tobbi paciens nem bortezomib (nem-PI) alapu terdpidban részesiilt. A PI
csoportban szignifikansan gyakoribb volt varians allélhordozas, mint a nem-PlI
csoportban (15,4% vs. 6,1%, p= 0,008) (4. tablazat). Az IMiD alapt terapiat
figyelembe véve (thalidomid vagy lenalidomid) nem volt kiilonbség megfigyelhetd, a

minor allélhordozést illetden. Tovabbi csoportositas esetén, a varidns allél

35



gyakorisaga, az eltérd terapias protokollokban nem kiilonbozott: PI és IMiD parositas
(VTD) esetén 14,8% volt; csak PI kezelésnél, IMiD nélkiil (PAD, VCD, MPV vagy
VD) 15,9% (p=0,86); csak IMiD esetén 6,6%, ¢és ha a kezelés nem PI vagy IMiD alapt
volt 5,4% volt (p=0,69) (5. tablazat).

4. tablazat Betegcsoport jellemzdi az FOPNL rs72773978 genotipusok szerint

FOPNL AA AT&TT p érték
n n % n %
Teljes csoport 373 328 87,9% 45 12,1%
Kor 373 328 60,46+11,2 45 60,35+10,9 0,773
Nem 373
Férfi 188 165 87,8% 23 12,2% 1
Né 185 163 88,1% 22 11,9%
ISS 336
1 103 91 88,3% 12 11,7% 0,309
2 88 73 82,9% 15 17,1%
3 145 130 89,7% 15 10,3%
FISH 282
Hiperdiploid 86 80 93,0% 6 7,0% 0,13
Tx pozitiv 99 86 86,9% 13 13,1% 0,72
MR 97 84 86,6% 13 13,4% 0,71
Kezelés 373
Bortezomib 241 204 84,7% 37 15,3% 0,008
alapu
Nem bortezomib 132 124 93,9% 8 6,1%
alapu
ASCT 373
lgen 206 181 87,9% 25 12,1% 1
Nem 167 147 88,0% 20 12,0%
Kezelésre adott 360
valasz
CR 142 117 82,4% 25 17,6% 0,088
VGPR 65 59 90,8% 6 9,2%
PR 115 106 922% 9 7,8%
NR/PD 38 34 89,5% 4 10,5%

ASCT: autolég Ossejt-transzplantacio; CR: komplett valasz; ISS: International Staging System,;
FISH: fluoreszcens in situ hibridizacio; MR: magas rizikdji citogenetikai abnormalitasok;
NR/PD: nincs valasz/progressziv betegség PR: Parcialis valasz; Tx pozitiv: IgH transzlokacio

pozitiv citogenetikai abnormalitdsok; VGPR: Nagyon j6 parcialis valasz;

A MM els6 vonalban adott kezelése minden esetben a legjobb valasz
eléréséig folytatodott, ezt kovetden a transzplantaciora alkalmas betegeknél ASCT

tortént. A betegeket két csoportra osztva az ASCT kezelés jelenlététdl fliggden,
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hasonlé6 minor allélfrekvencia volt megfigyelhetd, valamint ennek alapjan tovabb

vizsgalva a PI és nem-PI alcsoportokat sem volt kiilonbség (6. tablazat).

5. tablazat Kezelési csoportok 0Osszehasonlitisa az FOPNL rs72773978

genotipusok alapjan_

FOPNL AA AT&TT P
érték
n n % n %
Pl 373 113 95 84,1% 18 15,9% 0,86
PI+IMiD 128 109 852% 19 14,8%
IMiD 76 71 93,4% 5 6,6% 0,69
nem- 56 53 94,6% 3 5,4%
PI/IMiD

PI: proteaszéma inhibitor; IMiD: immunmodulans szerek

6. tablazat ASCT és kezelések Osszehasonlitasa az FOPNL rs72773978 genotipusok

alapjan
FOPNL AA AT&TT p érték
n n % n %
ASCT&PI 373 151 128 84,8% 23 15,1% 1
ASCT PI nélkiil 9 76 84,4% 14 15,6%
ASCT&IMID 55 53 96,4% 2 3,6% 0,47
ASCT IMiD 771 922% 6 7,8%
nélkiil

ASCT: autolog 6ssejt-transzplantacid; PI: proteaszoma inhibitor; IMiD: immunmoduléans szerek

A teljes csoportot figyelembe véve, a betegek 39,4%-a érte el a CR-t, 18,1% a
VGPR-t, 31,9% PR-t és 10,6%-nal NR/PD volt. A terapiara adott valaszt illetéen, nem
volt kiilonbség a vad tipusi és az FOPNL varianst hordozok kozott (p=0,088).
Azonban, a PI alapu terapias alcsoport vizsgalata soran, szignifikdnsan tobb FOPNL
hordozo ért el CR-t, mint a vad tipust betegek (66,7% vs. 47,7%; p=0,047). Ez a
megfigyelés a nem-PI alcsoport esetén mar nem volt érvényes (12,5% vs. 18,8%;
p=1).

Az FOPNL rs72773978 polimorfizmus progressziomentes (PFS) és Osszesitett
tulélésre (OS) gyakorolt hatasat vizsgalva a teljes csoporton, azt tapasztaltuk, hogy a
varians allélhordozéas nincs hatdssal sem a PFS, sem pedig az OS alakulasara (PFS:
p=0,135; OS: p=0,328) (3. abra).
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A tovabbiakban a FOPNL rs72773978 polimorfizmus kezelés kimenetelét
befolyasold hatdsat kiilonbozd kezelési alcsoportokban is megvizsgaltuk, mivel a
polimorfizmus jelenléte statisztikai interakcidt mutatott a bortezomib kezeléssel, mind
a PFS és mind az OS-t illetéen (PFS: p=0,011; OS: p<0,001). A nem-PI alapt
terapiaban részesiild betegeknél a minor allélhordozas esetén szignifikansan
kedvezétlen PFS és OS volt kimutathaté [median PFS: 20,2 (16,8-23,6) honap a vad
tipus esetén, ezzel szemben 6,5 (0,8-12,2) hénap a hordozok esetén, p=0,042); medidn
OS: 70,0 (53,3-86,7) honap vad tipusnal és 23,7 (0-48,7) honap varians esetén,
p=0,022)] (4. abra).

Erdekes modon, a PI alapt kezelést kapott betegek esetén ellentétes tendencia
volt kimutathaté [median PFS: 24,6 (21,8-27,4) honap vad tipus esetén, mig 30,1
(19,6-40,6) honap a hordozoknal p=0,082]. Hasonléan az el6z6 eredményekhez, az
OS-t illetéen a varians allél esetén szignifikdnsan kedvezobb kimenetel volt
megfigyelheté [median OS: 55,6 (48,8-62,3) honap vad tipus esetén, mig 120 honapos
kovetést kovetden sem volt elérhetd a varians allélt hordozo6 betegeknél, p=0,048)] (5.
abra). Hasonl6 mddon vizsgalva az IMiD alapu terdpia hatdsat a PFS és OS esetén,

nem volt kiillonbség az FOPNL varianst hordozok és nem hordozé csoportok kozott.
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2. abra Progresszidomentes tulélés (PES, fels6 abra) és Gsszesitett tilélés (OS, also abra)
Kaplan-Meier elemzése az FOPNL rs72773978 polimorfizmus szerint, a teljes vizsgalati

csoporton. Nem volt eltérés az egyes genotipusokat illetden.
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3. abra Progressziomentes tulélés (PFS, fels6 abra) és Osszesitett talélés (OS, also abra)
Kaplan-Meier elemzése az FOPNL rs72773978 polimorfizmus szerint, a nem bortezomib
alaptl terapiaban részesiild betegcsoporton. Mindkét esetben a minor allél hordozasa

kedvezo6tlenebb progndzissal tarsult.
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4. abra Progressziomentes tilélés (PFS, felsé abra) és Osszesitett talélés (OS, alsd abra)
Kaplan-Meier elemzése az FOPNL rs72773978 polimorfizmus szerint, a bortezomib
alapu terapiaban részesiil6 betegcsoporton. A PFS esetén nem volt kiilonbség, mig az OS

esetén a varians allélhordozas kedvezden befolyasolta a talélést.
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Csoport Alecsoportok P HE (95.0%CT)
FOPNL nemPI -1, 033 1,58 (0,63-3.98)
) PI ! 008 0,69 (0.46-1,04)

IS5 nemPI — 0,95 0,99 (0,78-127)

FI —— 0,003 1,32 (L1-16)

Nem nemPI N 0,67 0,92 (0,61-1,38)
PI — 036 0.87 (0,65-117)
Kor nemPI 0,54 0,89 (0,97-1,01)
FI b 028 1,01 (0,99-1,02)
ASCT nemFl — 0,001 0.3 (0,18-0,49)
FI —_— =0,001 0,48 (0,34-0,69)

0.1 10

Csoport Alcsoportok P HE (95.0%0CT)
FOPNL nemPT | 0,045 2,69 (L02-7.1D)
) PI S 009 0,58 (0.31-L09)
IS5 nemPI —— 0,001 1,67 (1,24-2.24)
PI ——— =0,001 1,74 (1,34-2,28)

Nem nemPT . 0,35 0.81(0,5-1,29)
) PI . 0,82 0,96 (0,64-142)
Kor nemPI b 0,11 1,02 (0,99-L(4)
PI | 0,31 1,01 (0.99-L04)
ASCT nemFl — 028 075 (0.44-126)
Pl —_— 0,004 05 (0.31-0.81)

0.1 1 10

5. abra Progressziomentes tulélés (PFS, felsé abra) €s Osszesitett talélés (OS also abra)
multivariancia elemzés 6sszehasonlitasa a kiilonb6z6, bortezomib (PI) és nem bortezomib
(nem-PI) alapi terapiaban részesiildé betegcsoportokon. Az FOPNL rs72773978
polimorfizmus fiiggetlen rizik6é faktornak bizonyult a nem-PI kezelést kapott csoport
esetén, mig ellenkez6 hatas figyelhetd6 meg a bortezomib terapia esetén. ASCT: autolog
6ssejt-transzplantacié; CI: konfidencia intervallum; FOPNL: fibroblaszt noévekedési
faktor receptor 1 onkogén partner N terminalis; HR: hazard ratio; ISS: International

Staging System; PI: proteaszoma inhibitor
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Multivariancia analizis soran (Cox-modell), vizsgalva az életkort, nemet, ISS-t
és ASCT-t a FOPNL rs72773978 polimorfizmus hordozasa fliggetlen rizikofaktornak
bizonyult az OS-t illetéen a nem-PI kezelt betegcsoportnal (PFS: p=0,33; HR: 1,58;
95%ClI: 0,63-3,98; 0OS:p=0,045; HR: 2,69; 95%CI: 1,02-7,11) A Pl kezelt
betegcsoport tekintetében azonban, tendencia volt megfigyelheté az ellentétes
iranyban (PFS: p=0,08; HR: 0,69; 95%CI: 0,46-1,04; OS: p=0,09; HR: 0,58; 95%ClI:
0,31-1,09) (6. abra). Betegcsoportunkban tehat az FOPNL polimorfizmus eltérd

prediktiv hatast mutatott az alkalmazott kezeléstdl fiiggden.
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4.2. PSMBL1 rs12717 polimorfizmus
4.2.1 PSMBI rs12717 polimorfizmus és klinikai jellemzok

A genotipus eloszlds a vizsgélt 211 MM paciens esetén az alabbi volt: 84
(39,8%) beteg homozigdta C/C, 95 (45%) heterozigdta C/G és 32 (15,2%) homozigota
G/G (tablazat). A betegcsoport esetén a varians allélfrekvencia AF: 37,7+4,7% volt,
amely nem kiilonbozott, az 1000 Genome Project vizsgalat soran a kaukazusi
referencia populacion meghatarozottol (AF: 40,7+7,0%), vagy a National Center for
Biotechnology Information (NCBI) dbSNP adatbéazisban talalhaté eredményekt6l (AF:
34,8-46,0%) [75]. A betegek klinikai paraméterei esetén, kor, nem, ISS, FISH, egyik
esetben sem volt szignifikans kiilonbség az PSMB1 minor allélhordozast illetéen (7.

tablazat).

4.2.2 PSMBI rs12717 polimorfizmus és a terdpia kimenetele

Bortezomib alapu kezelésben részesiilt, 154 (72,9%) beteg, 57 (27,1%) pedig
egyeb nem bortezomib alapu terapiaban. A PI csoportban a varians allélfrekvencia
szignifikansan alacsonyabb volt (55,8% vs. 71,9% p=0,05). A PI alapt csoportban, 83
beteg bortezomib-thalidomid-dexamethason (VTD), 45 beteg pedig melphalan-
prednisolon-bortezomib (MPV), 20 beteg bortezomib-doxorubicin-dexamethason
(PAD) esetben alkalmaztunk, és 6 beteg bortezomib-dexamethason (VD) kezelést
kapott. Nem bortezomib alapu kezelések esetén cyclophosphamid-thalidomid-
dexamethason terapiat 36 beteg, vincristin-doxorubicin-dexamethason (VAD) 8 beteg,
lenalidomid-dexamethason3 paciens és melphalan-prednisolon (MP) 10 beteg kapott.
kiilonb6zd kezelési alcsoportokban nem volt kiillonbség megfigyelhetd, sem az

allélfrekvenciakat, sem pedig az egyes genotipust csoportokat illetden (7. tablazat).
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6. tablazat Vizsgalt betegcsoport jellemzoéi a PSMB1 rs12717 genotipusok szerint

PSMB1 cC CG GG p érték
n n % n % n %
Teljes 211 84 39,8% 95  45,0% 32 152%
csoport
Kor 63 (28-84) 64 (32-84) 62,2 (49-84) 0,306
Nem
Férfi 105 42 40,0% 49 46,7% 14 13,3% 0,745
No 106 42 39,6% 46 43,4% 18 17,0%
ISS
1&2 105 38 36,2% 52 49,5% 15 14,3% 0,419
3 104 45 43,3% 42 40,4% 17 16,3%
FISH
SR 133 50 37,6% 57  42,9% 26 19,5% 0,067
MR 61 27 44,3% 30 49,2% 4 6,6%
Kezelés
Bortezomib 154 68 44.2% 67 43,5% 19 12,3% 0,05
alapu
Nem 57 16 28,1% 28 49,1% 13 22,8%
bortezomib
alapu
VTD 83 33 39,8% 39 47,0% 11 13,3% 0,8
PAD 20 11 55,0% 6 30,0% 3 15,0% 0,303
MPV 45 21 46,7% 20 44,4% 4 8,9% 0,339
VD 6 3 50,00 2  33,3% 1 16,7% 0,836
Thal 36 10 27,8% 17 47.2% 9 25,0% 0,111
Len 3 1  333% 2  66,7% 0 0,0% 0,667
VAD 8 2 25,0% 5 62,5% 1 12,5% 0,588
MP 10 3 30,0% 4 40,0% 3 30,0% 0,399
ASCT
lgen 111 45 40,5% 52 46,8% 14 12,6% 0,546
Nem 100 39  39,0% 43 43,0% 18  18,0%
Kezelésre
adott valasz
CR 87 41 47.1% 34 39,1% 12 13,8% 0,151
VGPR 41 13 31,7% 25 61,0% 3 7,3%
PR 65 23 35,4% 30 46,2% 12 18,5%
NR/PD 14 5 35, 7% 5 35,7% 4 28,6%

ASCT: autoldg Ossejt-transzplantacio; CR: komplett valasz; ISS: International Staging System; FISH: fluoreszcens in
situ hibridizacié; MR: magas rizikdju citogenetikai abnormalitasok; Len: lenalidomid; MP: melphalan—prednisolon;
MPV: melphalan-prednison-bortezomib; NR/PD: nincs valasz/progressziv betegség; PAD: bortezomib—doxorubicin-
dexamethason; PR: Parcialis véalasz; SR: standard rizikdju citogenetikai abnormalitasok; Thal: thalidomid; Tx pozitiv:
IgH transzlokacio pozitiv citogenetikai abnormalitasok; VAD: vincristin-doxorubicin-dexamethason; VD: bortezomib-

dexamethason; VGPR: Nagyon j6 parcialis valasz; VTD: bortezomib-thalidomid-dexamethason.
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A bortezomib alapu terapiaban részesiilé paciensek esetén magasabb volt a
transzplantaltak aranya (59,1%), amely annak tudhat6 be, hogy az ASCT-re alkalmas
betegek kezelése VTD protokoll alapjan tortént, mig a rosszabb allapotban 1évo
betegek egyéb terapiaban részesiiltek. Az ASCT betegeknél az allélfrekvencia
36,0+6,4%, mig akiknél nem keriilt sor ASCT-re 39,5+6,9% volt. A kezelésre adott
valaszt elemezve a betegek 41,2%-a ért el CR-t, 19,4% VGPR-t, 30,8% PR-t ¢és 6,6%
NR-t. 4 beteg nem keriilt be a vizsgalatba korai haldlozés miatt. Az egyes valaszok és
a kiilonbozo genotipusok kozott nem volt kapcsolat megfigyelhetd.

Tovabbi vizsgalataink a tulélés végpontokra iranyultak, volt-e szignifikans
hatasa a varians allél hordozasanak. A teljes betegcsoportot elemezve C/G és G/G
genotipusu paciensek progressziomentes tulélése szignifikansan kedvezdtlenebb volt,
mig az OS-t illetden nem kiilonbdztek az eltérd genotipusu csoportok [median PFS:
23,4 (20,7-26,1) honap p=0,002; median OS: 55,7 (49,6-61,8) honap p=0,268] (7.

abra).
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6. abra. Progressziomentes tlélés (PFS, fels6 abra) és Osszesitett talélés (OS, also abra)
Kaplan-Meier elemzése az PSMB1 rs12717 polimorfizmus szerint, a teljes vizsgalati
csoporton. A varidns allél hordozasa a PFS esetén szignifikansan kedvezdtlenebbnek

bizonyult, OS esetén nem volt kiilonbség megfigyelhetd

Ezt kovetden alcsoport analizist végeztiink, melyet statisztikai interakcio
vizsgalat el6zott meg. A teszt alapjan a PSMB1 genotipussal szignifikans interakcio

volt a FISH alcsoport esetén PFS-nél (p=0,044), valamint ISS esetén az OS-nél
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(p=0,022). A bortezomib kezelést, tovabba az ASCT-t illetéen nem volt bizonyithato
interakcio.

Ezt kdvetden az alcsoportok elemzését végeztiik el. Az ISS esetén az 1&2 és a 3-
as csoport esetén is kedvezotleniil befolydsolta a PFS-t a minor allél, mig az OS-t
illetéen csak az ISS3-as csoportnal volt ez megfigyelhetd. A tobbi alcsoport esetén
egyetlen esetben sem volt kimutathato kiilonbség az OS-t illeten, azonban a PFS
elemzéseknél a varidns allélt hordozo betegeknél egyes csoportokban kedvezdtlenebb

hatas volt kimutathat6 (8. tablazat).

7. tablazat Progressziomentes tulélés (PFS) és Osszesitett talélés (OS) a

kiilonboz6 alcsoportokon vizsgalva, PSMB1 rs12717 genotipusok szerint

PSMB1 P11A
C/C C/G G/G P
PFS
ISS
1&2 38 (13,4-62,6) 25,5 (19,2-31,8) 26,8 (17,7-35,9) 0,04
3 24,9 (19,1-30,7) 18,2 (7,8-28,6) 9,4 (4,9-13,8) 0,005
FISH
SR 34,4 (28,0-40,1) 24,2 (20,5-27,9) 16,4 (7,5-25,3) <0,001
MR 18,2 (10,6-25,8) 18,2 (12,6-23,8) 21,0 (12,1-29,9) 0,356
Bortezomib
Nem 22,5 (15,2-29,8) 19,3 (16,7-21,9) 17,3 (6,6-27,9) 0,387
Igen 26,4 (20,1-32,6) 24,2 (20,4-28,0) 16,4 (6,3-26,5) 0,006
ASCT
Nem 154 (12,7-18,1) 15,3 (6,4-24,2) 12,2 (3,7-20,7) 0,31
Igen 34,6 (29,1-40,1) 27,4 (22,4-32,4) 21,3 (13,2-29,4) 0,006
OS
ISS
1&2 NR 87,1 (47,6-126,6) NR 0,391
3 52,4 (39,5-65,3) 29,2 (14,6-43,8) 21,8 (0-51,1) 0,012
FISH
SR NR 52,3 (39,7-64,9) 64,4 (28,5-100,3) 0,038
MR 43,2 (27,6-58,8) 41,3 (25,1-57,5) 50,0 (0-105,9) 0,513
Bortezomib
Nem 58,5 (56,1-60,8) 39,5 (12,7-66,3) 65,1 (19,9-110,3) 0,597
Igen NR 47,7 (31,7-63,6) 55,1 (23,5-86,6) 0,513
ASCT
Nem 40,2 (25,7-54,6) 25,1 (9,3-40,9) 64,4 (0-139,3) 0,541
Igen 79,2 56,0 (20,2-91,8) 55,1 (23,1-87,1) 0,331

rrrrr

6ssejt-transzplantacio; ISS: International Staging System; FISH: fluoreszcens in situ
hibridizacio; MR: magas rizikoji citogenetikai abnormalitasok; NR: not reached, SR:

standard riziko6ju citogenetikai abnormalitasok;
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Multivariancia analizis soran a teljes betegcsoporton, figyelembe véve a kort,
ISS-t, FISH-t, bortezomib kezelést, valamint az ASCT-t a G/G varians allél hordozasa
fliggetlen rizikofaktor volt a PFS esetén. Homozigota G/G betegek progressziomentes
talélése, Osszehasonlitva a C/C genotipusu betegekével, szintén szignifikdnsan
kedvezotlenebbiil alakult, mig a C/G vs. C/C Gsszehasonlitas soran, tendencia volt
megfigyelhetd. Az OS elemzése soran, a C/G és C/C genotipusu csoportok esetén volt
szignifikans kiilonbség, mely a homozigéta genotipusokat illetben nem volt

kimutathaté (9.tablazat).

8. tablazat Progressziomentes tulélés (PFS) és Osszesitett tulélés (OS)
multivariancia elemzése a teljes vizsgalati csoporton, a PSMB1 rs12717

polimorfizmus szerint

PFS 0S
HR 95% CI p HR 95% CI p
Kor 1,005 0,987-1,024 0,554 0,998 0,976-1,021 0,872
ISS 1,36 1,120-1,652 0,002 1,904 1,466-2,473  <0,001
FISH 1,647 1,178-2,303 0,004 1,606 1,076-2,396 0,02
Bortezomib 1,013 0,711-1,444 0,942 0,998 0,644-1,546 0,991
ASCT 0,518 0,353-0,761 0,001 0,479 0,295-0,776 0,003
PSMB1 0,002 0,041
PSMBL1 C/G vs. 1,327 0,950-1,855 097 1,718 1,122-2,629 0,013

C/IC
PSMB1 G/G vs. 2,293 1,458-3,604 <0,001 157 0,876-2,811 0,129

C/C
ASCT: autolog 8ssejt-transzplantacid; CI: konfidencia intervallum; HR: hazard ratio; ISS:

International Staging System; FISH: fluoreszcens in situ hibridizacio;

4.2.3 PSMBI rs12717 funkcionalis vizsgalata

A méréseket homozigota C/C és G/G genotipusu, egészséges egyének periférias
veérébol végeztiik el. Meghataroztuk a proteaszomak mennyiségét majd vizsgaltuk a
PSMB1 expressziot, hatassal lehet-e barmelyikre a PSMB1 polimorfizmus,
befolyasolhatja-e barmelyiket. A fehérvérsejteket, valamint a kiilonb6z6, izolalt
sejttipusokat vizsgalva (monocyta, T-, B-sejtek, granulocyta) a 20S (a+f3) proteaszoma
mennyiségek nem kiillonboztek az egyes genotipusok esetén. Tovabba a PSMB1
expressziot illetéen, a homozigdta C/C és G/G genotipust csoportok kozott sem volt

kiilonbség az egyes fehérvérsejt alcsoportok esetén sem (8.4bra).
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A proteaszomak 20S alegységének proteolitikus aktivitasdnak vizsgalata
(kimotripszin-, tripszin- és a kaszpaz-szerii aktivitas) a G/G genotipusti egyéneknél
alacsonyabbnak bizonyultak a C/C genotipusti egyének eredményeihez képest. Ezen
tulajdonsag feltehetden a proteaszoma funkcid szelektiv csokkenését eredményezheti a
PSMB1 P11A varians allélt hordozo egyénekben (9.4bra).

A bortezomib gatlé hatasa in vitro a proteaszomak kaszpaz-szeri aktivitasat
illetéen, a homozigdta C/C genotipusu egészséges egyének esetén haromszor
magasabb volt, mint a G/G genotipust hordozé egyéneknél (a bortezomib azon
koncentraci6 értéke, mely 50%-os gatlast eredményez 1Csyp G/G: 2,05 vs. 1C5oC/C:
6,07 uM). A bortezomib gatldé hatasaban a kiilonbség a tripszin-szer(i aktivitas esetén
sokkal kifejezett volt, az 1Cs értékek egy nagysagrenddel tolodtak el (IC5,G/G: 44,4
vs. IC50C/C: 462 uM). A Kkimotripszin-szerli aktivitas esetén nem volt ecltérés a
kiilonb6z6 genotipusokat illetéen (IC50G/G: 0,146 vs. IC50C/C: 0,150 uM) (10. abra).
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7. abra A 20S proteaszoma mennyiségi (bal oldali abra) és a PSMB1 expresszio
vizsgalata (jobb oldali abra) C/C és G/G genotipusu egyének fehérvérsejt alcsoportjain A
vizsgalt sejttipusokat illetden (fehérvérsejt, monocyta, T-, B-sejt, granulocyta) nem volt
eltérés a proteaszOma mennyiségek esetén (bal oldali abra), valamint a PSMBI
expresszio sem kiilonbozott (jobb oldali abra) FVS: fehérvérsejt, PSMB1: Proteasome
subunit beta type-1 [76].
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8. abra Proteolitikus aktivitas vizsgalat PSMB1 P11A C/C és G/G genotipusok esetén A

vizsgalt aktivitdsok minden esetben a G/G genotipusi egyének mintdin alacsonyabbak
[76].
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9. abra A Dbortezomib in vitro vizsgalt relativ gatlo hatasa, a proteaszOma egyes

proteolitikus aktivitasai esetén. Csokkent tripszin-szeri és kaszpaz-szeri proteolitikus

aktivitas figyelheté meg a varians allél (G/G) esetén [76].
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5. Megbeszélés
5.1 FOPNL

Munkank soran a FOPNL rs72773978 polimorfizmust vizsgaltuk, hogy
hatéassal van-e az MM prognoézisara. A FOPNL rs72773978 polimorfizmust korabban
egy nagy esetszamt (n=1635), az MM talélésre iranyuld els6 GWAS vizsgalat
részeként [54] kedvezétlen prognosztikai faktorként irtak le (csokkent Osszesitett
talélést eredményezett). Vizsgalataink soran a teljes betegcsoporton elemezve nem
talaltunk szignifikans kapcsolatot az rs72773978 polimorfizmus hordozast illetden
sem az OS, sem pedig a PFS esetén. Vizsgalataink szerint, az eltérés f6 oka a
betegcsoportokban alkalmazott kiilonbozd kezelések, a bortezomib kezelés bevezetése
volt. Eredményeink azt mutattak, hogy a kiilonb6zd PI és nem-PI alapu terapidk esetén
valtozott a polimorfizmus prognosztikai hatdsa az Osszesitett €s progressziomentes
talélést illetden is. A bortezomib alapu protokollok alkalmazasa soran a FOPNL minor
allél hordozas szignifikansan kedvezden befolyasolta az OS-t, valamint a PFS esetén is
tendencia volt megfigyelhet6. Ezzel szemben a nem bortezomib alapu terapiaknal
ellentétes hatas volt megfigyelheté. Bar Ziv és mtsai. [54] vizsgalata kiterjedt a
kiilonboz6 kezelési protokollokra is, az SNP hatdsat nem elemezte kiilon csoportositva
az immunmodulans szereket és proteaszoma gatlo gydgyszereket. Ennek hatterében az
allhat, hogy bortezomibot csak a vizsgalati csoportuk kis részén alkalmaztak (306 fos
csoport esetén 33,6% és a 239 fés csoportnal 1,3 % volt). Erdekes modon,
megismételve a vizsgalatot egy dsszevont nagyobb multicenter kohorszon (n=1080,
amelyben a PI kezelésre vonatkozé adatok nem voltak ismertek), az eredmény azt
mutatta, hogy a varians allél hatasa a talélésre kevésbé volt kifejezett az eredeti
csoport megallapitasahoz képest [54]. Ezen eredmények kozotti kiilonbség lehetséges
magyarazata az lehet, hogy az altalunk vizsgalt csoportban a bortezomib kezelt
betegek aranya joval magasabb volt.

Ziv kitért tanulmanyanak korlataira is, melyek koziil egyik lehetett a betegek
nem konszekutiv bevalogatasa. Azonban azt talalta, hogy a diagnozist kvetden koran
(0-5,9ho6nap) vagy késén (6-11,9 vagy 12-23,9 honap) bevalasztott betegek esetén a
kedvezé6tlen hatas nem valtozott. Vizsgalataink soran a varians allél frekvenciajat
illetéen kiilonbség volt megfigyelhetd a bortezomib alapti és nem bortezomib alapt

kezelt betegek kozott (15,4% vs. 6,1%), mely részben azzal magyarazhatd, hogy a nem
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bortezomib bazisu terapias alcsoportba az FOPNL varianssal rendelkezd betegek,
haldlozas miatt mar a bevalogatast megel6zéen nem keriiltek be.

Tovabbi harom tovabbi tanulmany iranyult az FOPNL varians prediktiv
hatasanak vizsgalatara. Erickson egy masik, de szintén az FOPNL génen talalhato
polimorfizmus (rs7184559) esetén vizsgalta az Gsszesitett tulélést. Kiilonbozo kezelési
protokollokat figyelembe véve (TT2: Total terapia 2, mely nem PI alapt kezeléseket
csoportosit és TT3 melybe a PI alapu kezelések tartoznak) nem taldlt szignifikans
kapcsolatot az FOPNL varians allél és a kedvezétlen OS kozott [77]. Johnson négy
kiilonb6zé kohorsz esetén multivariancia (Cox-modell) analizisben végezve a
vizsgalatokat, figyelembe véve a kort, nemet, ISS-t és a kezelést, nem tudta
alatamasztani Ziv és mtsai. megfigyelését az rs72773978 polimorfizmussal
kapcsolatban [78]. A legfrissebb vizsgalat 871 fés, svéd MM betegcsoporton tortént,
mely szerint az Osszesitett tulélés és az FOPNL génen taldlhaté rs72773978
polimorfizmus koz6tt nincs  szignifikans  kapcsolat [79]. Ezen megerdsitd
tanulmanyok, vizsgalatok végzésére nagyobb hangsuly kellene, kiilondsen az olyan
betegségek esetén, melyek kezelése heterogén lehet. Tovabba, esetiinkben az FOPNL
varians kedvez6tlen hatasanak megerdsitése a nem Pl kezelt betegek alcsoportjan azt
mutathatja, hogy az FOPNL fehérjének szerepe lehet az MM patogenezisében ¢és
kezelésében egyarant.

Az FOPNL (vagy CEP20) a centroszoOmaban talalhat6 fehérje. A centroszéma
egy mikrotubulus organizald kozpont, melynek egyik f6 szerepe a mitdzis folyaman
elengedhetetlen a normal kromoszoma szegregaciohoz. Miikodésének zavara soran,
leggyakrabban tumorok esetén aneuploidia, kiilonb6z6 kromoszoma rendellenességek
¢és jelentds strukturdlis valtozasok a genomban figyelhetok meg. A centroszoma
amplifikacié soran tehat el6fordulhat szambeli, méretbeli, funkciondlis és strukturalis
eltérés is [64, 66]. Centroszoma amplifikacid szamos szolid tumornal jelen van,
valamint leukémidkban és lymphomékban is megfigyelték. Frdekes modon mar
MGUS esetén is kimutathatd, amely valoszinisiti, hogy a centroszéma amplifikacio a
myeloma patogenezisének egy korai része lehet. A centroszéma amplifikaciot MM
esetén, mint kedvezdtlen prognosztikai faktor irtak le [54, 64, 66, 67]. Ziv harom
tanulmany génexpresszios adatainak vizsgalata sordn szignifikdns kapcsolatot talalt a
tulélést illetéen, az emelkedett FOPNL expresszio és a magasabb centroszoma index
kozott. Ez alapjan feltételezhetd, hogy az FOPNL varians kedvezétlen kimenetele

transzkripcids stabilitassal vagy transzkripcids szabalyozassal is lehet kapcsolatban
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[54]. A centroszéma zavarainak jeleit és a kromoszoma instabilitast azonban, nem allt
moédunkban  a  hagyomanyos citogenetikai modszereinkkel vizsgalni. FISH
eredményeink alapjan a hiperdiploid és a kiilonb6z6 IgH transzlokaciok, valamint az
egyéb kromoszoma rendellenességek gyakorisaga nem kiilonbozott az FOPNL
varianst hordozok ¢és vad tipusit MM betegek kozott.

A pontos mechanizmus, hogyan is eredményez az FOPNL varians eltérd
valaszt a terapiara, nem ismert; igy a proteaszoma gatld szerek esetén Kimutatott
ellentétes hatds magyarazata csupan csak feltételezett lehet. Az FOPNL fehérje
szerepet jatszik abban, hogy a polo-like kinaz 1-et (PIk1) a centroszomahoz toborozza
[61, 62], mely sziikséges a ciliogenezishez, centroszémak érésé¢hez, a mikrotubulusok
szervez6déséhez valamint a sejtciklus szabalyozasahoz is [80, 81]. A centroszomalis
fehérjék rendszerében bekdvetkezd valtozas soran, proteaszoma gatlas felelds lehet a
mikrotubulus rendszer karosodasaért, valamint a sejtciklus szabalyozasi rendszerének
zavaradhoz is vezethet, mivel a proteaszoma inhibitorok a G2/M fézisban allithatjak
meg a sejtciklust [82]. A centroszomak komplex szerkezetét aktiv ubiquitin-
proteaszoma szerkezettel tobb mint egy évtizede irtak le [83], igy maga a centroszoma
képes a proteaszoma aktivitas gatlasra valaszolni [84]. Feltételezhet6en a centroszoma
IS szerepet jatszhat azon polyubiqitinalt fehérjék degradalasaban, melyeket a
proteaszoma valamilyen okbol kifolyolag nem ismer fel. Az FOPNL tulzott
expresszidja miatti kedvezdtlen tulélés, visszafordithatdé lehet a proteaszéma

inhibitorokkal befolyasolva.

Osszefoglalva eredményeinket, az FOPNL varians vizsgalata soran kiilénbdz6
hatas volt megfigyelhet6 az MM kimenetelét illetden, aszerint, hogy a betegek
bortezomib bazisu vagy immunmodulans alapt terapiaban részesiiltek. Bortezomibot
tartalmazé kezelés esetén teljes mértékben megvaltozott, az a kedvezdtlen hatdsa az
FOPNL wvarians allélnak, amelyet a nem bortezomib kezelt betegek esetén
figyelhettiink meg. Erdekes modon egy tanulmanyban azt talaltak, hogy azoknal az
MM betegeknél, akiknél centroszoma amplifikacié kimutathatd volt kedvezdbb OS
volt megfigyelhetd. Ez szemben allt azzal a megfigyeléssel, hogy ez kedvezdtlen
prognosztikai faktor lenne. Ezen ellentétet szintén az eltéré (régebbi) kezelési
protokollok eredményezhették, miszerint a centroszoma amplifikacié pozitiv MM
szubklonok valdszinii érzékenyebbek lehetnek az ijabb, bortezomib bazist terapiakra

[85]. Megallapitasaink hangsulyozzak tehat a fontossagat a GWAS altal azonositott
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variansok ismétld tanulmanyainak, kiilondsen azoknak melyeknek prediktiv vagy
prognosztikai hatasa lehet a talélésre, olyan betegségeknél melyek hattere ¢és kezelése
rendkiviil heterogén. Igy vizsgalataink alapjan az FOPNL rs72773978 polimorfizmus
nem prognosztikai, hanem prediktiv markerként lehet hatassal a myeloma multiplexet

illetoen.
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5.2 PSMB1

Munkank tovabbi részeként a PSMB1 rs12717 polimorfizmus hatasat
elemeztiik myelomas betegcsoporton. Feltételeztiik, hogy a vizsgalt SNP
befolyasolhatja a talélést, valamint a bortezomib kezelésre is hatassal lehet.
Tanulmanyunk kiinduld pontja, egy olyan klinikai vizsgalat volt, melynek részeként
relapszusos follikularis lymphomas betegeknél hasonlitottak Ossze a kimenetelt
rituximab monoterapia esetén illetve bortezomibbal kombindlva, figyelembe véve
kiilonbozd biomarkereket. Olyan fehérjéket (NF-kB, p65, PSMBS5, CD68) ¢és géneket
(PSMB gének, FCGR2A, FCGR3A) vizsgaltak, melyek 1ényeges kapcsolatban voltak
az alkalmazott gyogyszerekkel. Egyedi (PSMB1 P11A) és biomarker par (PSMB1
P11A C/G és alacsony CD68 expresszid) vizsgalatban is szignifikdnsan kedvezdébb
PFS-t tudtak kimutatni a bortezomibbal kombinalt terapidban részesiilé betegeknél,
mint rituximab monoterapia esetén. Az OS-t illetden szignifikans kapcsolat nem volt
[47]. Az altalunk vizsgalt MM betegcsoporton a PSMB1 rs12717 polimorfizmusnak
szignifikans hatasa volt a PFS-t illetéen, azonban ezt az Osszefliggést OS esetén nem
tudtuk kimutatni. Az alcsoport analizisek eredményei alapjan is csak a PFS-nél volt
szignifikans kapcsolata bortezomib bazistu kezelést kapo betegek csoportjaban (PFS:
bortezomib igen p=0,006, bortezomib nem p=0,387; OS: bortezomib igen p=0,513,
bortezomib nem p=0,597). Azonban elemzéseink soran maga a bortezomib kezelés és
a PSMB1 genotipus kozott statisztikai kdlcsonhatds nem volt megfigyelhetd, igy a
kiilonbség akar a non-Pl csoport feltételezhetben az alacsony esetszamainak
kovetkezménye is lehet.

A PSMB1 rs12717 szakirodalma kevés, myelomas betegcsoporton egy
tanulmany vizsgélja. Feltevésiik az volt, hogy a PSMB géneken talalhato variaciok,
hatassal vannak a kezelés soran kialakult bortezomib rezisztencidra vagy a hosszatava
Kimenetelre. A vizsgalat soran a 20S proteaszoma B-alegység (PSMB1,5,6,8,9,10)
szekvenciajat elemezték, relapszusos MM betegek esetén. A paciensek egy nagyobb
klinikai vizsgalat részvevdi voltak, amelyben bortezomib kezelést hasonlitottak dssze
nagy dézisu dexamethasonnal szemben. A kiilonb6z6 PSMB SNP vizsgélatok soran,
az rs12717 varians allélt illetéen a progresszioig eltelt idO, valamint az Osszesitett
talélés kozott sem volt szignifikans kapcsolat kimutathato. Ezen megfigyelés f6
limitacidja az alacsony esetszdm volt, mivel az Osszehasonlitdst csupan 23 beteg
esetén végezték el (bortezomib kezelt betegek n=12; dexamethason kezelt betegek
n=11, p=0,077) [48].
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Tovéabbi vizsgalataink a polimorfizmus funkcionalis hatasara irdnyultak.
Eredményeink alapjan kimutathatoé volt, hogy a relapszus kialakulasanak esélye egy
varians allél hordozasa esetén emelkedik, valamint homozigota formaban ez az
emelkedés még kifejezettebb, amely gén dozis hatas jelenlétét mutathatja. A PSMB1
rs12717 polimorfizmus funkcionalis kovetkezményérdl korabbrol nem volt publikalt
adat. A funkcionalis analiziseket egészséges egyének mintdin végeztiik el, mivel
myelomas betegek mintaibol szarmazé plazmasejtek hozzaférhetésége meglehetésen
limitalt, tovabba ezen sejtek szdmos olyan szomatikus mutaciokat hordozhatnak,
melyek a vizsgalatok soran nagymértékben befolyasolhatjak az eredményeket.
Myeloma sejtvonal esetén, pedig a PSMB1 rs12717 genotipus nem elérhetd
informacio.

A proteaszOma két heptamerikus gylriijét alkotdo belsé B alegységében
talalhat6, a PSMB1 altal kodolt fehérje a f6 alegység, amely nem rendelkezik direkt
proteolitikus aktivitdssal, azonban hozzdjarul a proteaszoma szerkezetének
kialakulasdhoz, stabilitdisahoz [18]. Vizsgalataink soran a homozigota G/G
genotipussal rendelkezd egészséges egyének esetén szignifikdnsan alacsonyabb
proteolitikus aktivitasok voltak kimutathatok a homozigéta C/C egyénekkel szemben.
Ezenfeliil a proteaszomék kaszpdz- és tripszin-szerti aktivitasai a bortezomib gatlasra
kevésbé voltak érzékenyek a G/G genotipusu egyéneknél. Megallapitasaink alapjan
maga a polimorfizmus nem semleges, valdszinli kozvetett kapcsolat allhat fenn a
proteaszoma  funkcioval kapcsolatban. A  pontos magyardzathoz, hogyan
eredményezhet a PSMB1 rs12717 G/G genotipusa csokkent aktivitast, valamint
valtozast a proteaszomak bortezomib érzékenységében tovabbi vizsgalatok
szlikségesek. A PSMB1 rs12717 polimorfizmus funkciondlis vizsgalata soran kapott
eredményeink lehetséges magyarazata, hogy a megfelel6 cellularis homeosztazis
fenntartdsa érdekében a sejtek, a proteaszomék csokkent proteolitikus aktivitasat
egyéb, alternativ degradald mechanizmusok emelkedésével kompenzaljak, melyek
ugyan kevésbé hatékonyak, de végiil csokken az érzékenység a proteaszoma gatlasra.
A proteaszoma inhibitorok altal kivaltott, fehérje katabolizmus homeosztazisanak
fenntartasara, a kompenzald valasz lehet az autofagocitdzis. Ennek soran a fehérje
aggregatumok feldolgozasa autofagocitozissal torténik [86, 87]. A PSMB1 homozigdta
G/G genotipusu egyének esetén a bortezomibra vald csokkent érzékenység volt
megfigyelhetd. Ezen megallapitds az intenziv fehérje szintézist és szekrécidt végzo

sejtekre lehet igaz, mint az MM sejtek. MM esetén nagy mennyiségii immunoglobulin
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termelddik és szekretalddik, melynek Szabalyozasaban az endoplazmatikus retikulum
(ER) stressz fontos szerepet jatszik. A myeloma sejtek a nem megfeleld,
felhalmozaddott fehérjék eltavolitdsahoz egy olyan jeldtviteli Utvonalat aktivalhatnak,
mely soran kiilénb6z6 chaperonok, enzimek, fehérje degradalé mechanizmusok elemei
indukalodnak, igy egy olyan adaptiv valasz indul el, mely segitségével a homeosztazis
visszaallithato [88]. Maga a proteaszoma aktivan részt vesz az ER mindség-
ellendrzésében a fel nem tekeredett fehérjék proteolizise altal. Proteaszéma gatlas
soran az emelkedett fehérjék szintje az ER-ben endoplazmatikus retikulum stresszhez
vezet. Ezen folyamatok vezetnek a fel nem tekeredett fehérje valasz (unfolded protein
response, UPR) aktivaciojahoz [87]. Ezen kompenzalé folyamat soran a
fehérjeszintézis csokken, enzimek €s proteaszoma kompoOnensek szama emelkedik,
megel6zve a fehérje felhalmozodast. Atmenetileg a sejtek nem megfelelé kornyezeti
stressz okozta talélélést eredményezheti. Amennyiben ez a stressz folyamat hosszu
ideig all fenn (proteaszoma gatlas) az UPR sejtciklus leallitdshoz, apoptozis
indukalasahoz vezet [73]. A bortezomib a 26S proteaszéma gatlasa soran, a myeloma
sejtek apoptdzisat indukalja, hatasara abnormalis aggregatumok keletkeznek az ER-en
beliil, mely kivalthat UPR-t is, tehat ugymond a bortezomib segité funkcidja
figyelheté meg [88] [89].

A PSMB alegységekben torténd valtozasok befolyasolhatjdk a proteaszoma
szerkezetét, kialakulasat, funkciojat és a proteaszoma gyogyszer kot helyeinek
konformacios valtozasait. A bortezomib a B5 alegységhez kotddve gatolja az
ubiqitinalt fehérjék hidrolizisét. Hatassal van a Bl és a kozelében talalhatd B6
alegységre is [48]. A bortezomib rezisztencia mechanizmus egyik oka lehet pl. a
proteaszoma egyes alegységeiben bekovetkezé mutacio.[90] Egy vizsgalat eldszor
jellemzett funkcionalisan 4 olyan PSMB5 mutacidt, melyeknek a rezisztencia
kialakulasdban szerepe volt, hosszan tartd bortezomib kezelés alatt 4116 myelomas
betegeknél [91]. A bortezomib hatdsat a proteaszomakra szamos tanulmany vizsgalja.
Azonban PSMB1-hez hasonl6, azzal kapcsolatban 1év6 adat mindezidaig nem jelent

meg.

A PSMBL1 rs12717 mind prognosztikai, mind pedig prediktiv biomarkerként is
hatassal lehet a myelomara. Funkcionalis vizsgélataink alapjan, Segithet azon betegek

azonositasaban, akik valoszinli szuboptimalis valaszt mutatnak bortezomibra ¢&s
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alternativ kezelésben részesiilhetnek. Azonban ezen eredmények megerdsitéséhez

tovabbi vizsgalatok sziikségesek.

5.3 Biomarkerek szerepe

A kiilonb6z6 biomarkerek mind a diagndzis meghatarozasaban, mind a kdvetésében
fontos szerepet toltenek be a malignus megbetegedések esetén, az erre iranyuld
kutatasok pedig szamos teriileten nyujtanak Gjabb és tjabb lehetdségeket [92]. A MM
klinikailag sokszinli betegség, ami leginkdbb az alapjaul szolgald genetikai eltérések
heterogenitasabol kovetkezik. A legtobb eddig meghatarozott biomarker segiti a
betegek rizikd besorolasat és a tumor elérehaladottsag mérését, azonban nem szamol
az MM Kklonalis heterogenitasaval [92]. Kiilonbozé genetikai elvaltozasok mutathatok
Ki a diagnozis idOpontjaban ¢és relapszuskor iS. A betegség elérehaladdsa soran, a
terdpias kudarc leginkdbb a szerzett gyodgyszer rezisztencia és a klondlis evolicid
kialakulasa kovetkeztében lesz [93].

A terapia egyénre alakitdsdhoz, jobb progndzis becsléshez, maximalis tualélési
elényhoz Gjabb prognosztikai és prediktiv biomarkerek hasznalatara van sziikség [92].
Az 1j biomarkerek kozé tartoznak:

o az MRD, melynek mérése torténhet 4aramlési citometridval, valamint Uj
generacids szekvenalasi technikaval

o ,»likvid” biopszia, ennek soran periférias vérminta felhasznalasaval vizsgaljak a
keringé tumorsejteket és keringd szabad tumor DNS-t. Minimalisan invaziv technika.

o immun biomarkerek: matrix proteoglikan; tumor neoantigének; tumor infiltrald
lymphocytak [42, 92].

o Ezeken feliil az SNP-ket, mint potencidlis prognosztikai és prediktiv markerként
vizsgaljak MM esetén [93].

A kiilonb6z6 biomarkerek hasznosak lehetnek, a malignus megbetegedésekre valo
hajlam azonositaséban is, valamint a prediktiv biomarkerek segithetnek a megfeleld

célzott kezelés kivalasztasaban az alacsony és magas rizikoju betegeket illetden [94].
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6. Kovetkeztetések

6.1. FOPNL rs72773978

Az FOPNL rs72773978 polimorfizmus allélfrekvencidja nem kiilonbozott az
MM betegek és az egészséges egyéneknél, valamint vizsgdlatunk sordn nem volt
eltérés az irodalmi adatokhoz képest sem. A minor allél hordozds nem befolyasolta
szignifikdnsan a vizsgaltunkban szerepld klinikai jellemzoket (nem, életkor, ISS,
citogenetikai abnormalitasok), valamint a kezelésre adott valasz soran sem volt
megfigyelhetd kiilonbség. Szignifikdns eltérést talaltunk azonban a kezelések
Osszehasonlitdsa soran. A bortezomib bazisu kezelésben részesiild betegek esetén a
varians allél hordozas gyakoribbnak bizonyult, mint az immunmodulans alapu

terapiadban részesiilé betegcsoportban (15,4% vs. 6,1%, p=0,008).

Az FOPNL rs72773978 polimorfizmus az MM betegcsoporton elemezve, az
Osszesitett talélést és a progressziomentes tulélést illetéen eltéré hatast mutatott az
alkalmazott kezeléstdl fiiggéen. A nem bortezomib alapi kezelés esetében a minor
allélt hordozok kedvez6tlenebb progndzist mutattak, mind a PFS-t mind pedig az OS-t
illeten is (PFS p=0,042; OS p=0,022), mely kiilonbség multivariancia analizis soran
az OS esetén fliggetlennek bizonyult (OS: p=0,045; HR: 2,69; 95%Cl: 1,02-7,11).
Erdekes moédon, a bortezomib kezelt alcsoport esetén ellentétes hatas volt
megfigyelhetd, a minor allélt hordozdknal az OS szignifikdnsan jobbnak bizonyult a
(p=0,048), a PFS esetén pedig tendencia volt (p=0,082), mely multivariancia analizis
soran is kimutathato volt (PFS: p=0,08; HR: 0,69; 95%Cl: 0,46-1,04; OS: p=0,09; HR:
0,58; 95%CIl: 0,31-1,09).

Vizsgalataink alapjan a FOPNL rs72773978 polimorfizmus nem mint

prognosztikai, hanem mint prediktiv marker lehet hatdssal a myeloma multiplexet

illetOen.

6.2. PSMB1 rs12717
A PSMB1 1512717 polimorfizmus vizsgalata sordn meghatarozott
allélfrekvencia nem kiilonbozott az irodalmi adatoktdl. A kiilonb6zd genotipusu

csoportok ¢és a klinikai jellemzdk elemzése soran nem volt megfigyelhetd eltérés.

A PSMBL1 rs12717 polimorfizmust vizsgalva a teljes betegcsoporton az OS-t,

illetden nem volt kimutathaté kapcsolat, azonban szignifikdnsan kedvezdtlenebb PFS
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volt megfigyelhetd a varians allélt hordozo paciensek esetén (p=0,002), mely
multivariancia sorén is fiiggetlen rizikofaktor volt (PFS: p<0,001; HR: 2,293; 95%ClI:
1,458-3,604). Az alcsoport analizisek eredményei is ezt a tendenciat mutattak,
miszerint a C/G és G/G genotipusu egyének progressziomentes tulélése szignifikansan
kedvezodtlenebbnek bizonyult tobb esetben is, azonban az OS esetén csak az ISS-nél

volt ez megfigyelhetd.

A PSMBL1 rs12717 polimorfizmus funkciondlis vizsgalata soran egészséges
C/C ¢és G/G genotipust egyének mintain, a proteaszomak mennyisége, valamint
expresszioja nem kiilonbozott szignifikdnsan az eltérd genotipusok esetén. A
katalitikus alegységek esetén, a varidns allélt homozigota formaban hordozé
egyéneknél  szignifikansan  alacsonyabb  proteolitikus  aktivitasok  voltak
megfigyelhetéek. Bortezomib gatlas alatt in vitro vizsgalva a kimotripszin-, tripszin-
és a kaszpaz-szeri aktivitasokat, emelkedett ICsy értékek voltak kimutathatok a

tripszin,- és a kaszpaz-szer( aktivitasok esetén a C/C genotipusu egyének mintain.

Vizsgalataink alapjan, a PSMB1 rs12717 mind prognosztikai valamint a

funkcionalis eredmények alapjan prediktiv marker is lehet MM esetén.
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7. Osszefoglalas

A myeloma multiplex rendkiviil heterogén, melyet az alapjaul szolgald genetikai
eltérések, a tumor és csontveldi mikrokdrnyezet is nagymértékben befolyasolnak. A
genetikai hatterének vizsgalata, 0j prognosztikai és prediktiv biomarkerek azonositasa,
nemcsak a riziké stratifikacioban, hanem a beteg szamara legmegfelel6bb terapia
kivalasztasaban is fontos szerepet toltenek be. Két tjonnan azonositott polimorfizmus
hatasat elemeztilk magyarorszagi myelomas betegcsoporton. Eldszor a myeloma
varhato tulélést illetéen kedvezdtlen prognosztikai faktorként leirt FOPNL rs72773978
polimorfizmust vizsgaltuk, majd a PSMB1 rs12717 varianst, mint a bortezomib
terapiat befolyasolo prediktiv markert.

Az FOPNL rs72773978 minor allél kedvezdtlen hatasa teljes mértékben
megvaltozott az alkalmazott kezeléstdl fiiggden. Ellentétes hatas volt megfigyelhetd az
immunmoduldns ¢és a bortezomib bazisi kezelés soran. A PSMB1 rs12717
polimorfizmus elemzése soran rovidebb progresszio-mentes tulélés volt kimutathatd a
varians allélt hordoz6 myelomas betegek esetén. A polimorfizmus funkcionalis
vizsgalatat illetéen pedig, a varians allél homozigota hordozo egészséges egyéneknél a
proteaszomak csokkent proteolitikus aktivitasa, valamint a bortezomib terapia
csokkent gatlo hatasa volt megfigyelhetd a tripszin-szerii és kaszpaz-szerii aktivitasok
esetén.

Eredményeink ramutatnak arra, hogy a kiilonb6z6 genetikai variansok vizsgalata
hozzajarulhat a pontosabb prognozis becsléshez, valamint a személyre szabott terapia

alkalmazasahoz.
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Summary

Multiple myeloma is an extremely heterogeneous disease greatly influenced by
underlying genetic abnormalities, the tumour and bone marrow microenvironment.
The investigation of the genetic background, the identification of new prognostic and
predictive biomarkers play an important role not only in risk stratification, but also in
selecting the most appropriate therapy for the patient. We analysed the effect of two
newly identified polymorphisms in a group of multiple myeloma patients in Hungary.
First, we studied the FOPNL single nucleotide polymorphism (rs72773978) identified
as a novel adverse prognostic factor which was associated with poor overall survival
in myeloma. Next, we investigated PSMB1 rs12717 variant, as a predictive marker
influencing bortezomib therapy.

The adverse effect of the FOPNL rs72773978 minor allele was completely
reversed depending on the treatment applied. The opposite effect was observed
between immunomodulatory and bortezomib-based treatments. The analysis of the
PSMB1 rs12717 polymorphism revealed shorter progression free survival in myeloma
patients carrying the variant allele. Concerning the functional study of the
polymorphism, decreased proteolytic activity of proteasomes and decreased inhibitory
effect of bortezomib therapy were observed with trypsin-like and caspase-like
activities.

Our results suggest that the study of different genetic variants may contribute to
more precise prognosis estimates and for the application of personalized therapy.
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