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1. Bevezetés

A myeloma multiplex (MM) rosszindulati hematoldgiai
megbetegedés, mely a poszt-germinalis centrum eredetli
B-sejtek transzformacidja és proliferacidja kovetkeztében
alakul ki. A primer genetikai eltérések alapjan az MM két
f6 alcsoportra kategorizalhatd, (i) az immunglobulin
nehézlanc (IgH) 16kuszt érinté transzlokaciokkal,
valamint (ii) a hiperdiploiditassal jellemzett myeloma. A
diagnoézis felallitdsa az International Myeloma Working
Group (IMWGQ) altal kiadott kritériumok alapjan torténik.
A myeloma kezelési protokolljaiban alkalmazott
immunmodulans gyogyszerek (IMiD) és a proteaszoma
gatld (PI) szerek mellett, melyek ma is a kezelés gerincét
alkotjak, megjelentek ujabb terapias eszk6zok. Ezek kozé
tartoznak a monoklonalis antitestek, checkpoint
inhibitorok. immunterapiak. A myeloma rendkiviil
heterogén korlefolyast. A nagyfokdl heterogenitas
magyarazatara, kiilonb6z0 prognosztikai és prediktiv
markereket irtak le. A prognosztikai markerek a betegség
kimenetelér6l adnak informaciot az alkalmazott

kezeléstol fliggetleniil. A beteggel kapcsolatos fontosabb



prognosztikai markerek kozé tartoznak az életkor és a
beteg fittségi allapota. A myeloma aktivitasara és a
kivaltott szervezeti karosodasra jellemzd prognosztikai
marker az international staging system (ISS), amely a
szérum albumin ¢és a P2-mikroglobulin alapjan kertil
kiszamitasra. A revised ISS (R-ISS), pedig ezeken a
paramétercken  felil a  specifikus  citogenetikai
abnormalitdsok meglétét, vagy hianyat, valamint az
emelkedett laktat-dehirdogenaz szintet is figyelembe
veszi. A prognosztikai markerekkel szemben a prediktiv
markerek kiillonb6z6 gyogyszerek és kezelések hatdsara
elért valasz ¢és kimenetel valoszinliségérél adnak
informdciot. Szamos biomarker egyszerre prognosztikus
és prediktiv, ezek kozé tartozik a mindennapi rutin
diagnosztikdban is alkalmazott citogenetikai vizsgalatok,
valamint a jelenleg még kutatdsi eszkdzként szdmon
tartott génexpresszios vizsgalatok.

A teljes genom asszociacidés vizsgalatok (GWAS)
segitségével szisztematikusan kisziirheték azok a
polimorfizmusok a gén vagy a varians funkciora

gyakorolt  hatasanak ismerete  nélkiil, amelyek



prognosztikai vagy prediktiv szerepet jatszhatnak az
adott betegségben.

Az els6 GWAS vizsgalat soran azonositottak az FOPNL
(fibroblaszt névekedési faktor receptor 1 onkogén partner
N terminalis szeril) génen egy olyan egypontos nukleotid
polimorfizmust (rs72773978), mely kedvezotlen hatassal
volt az MM Gsszesitett talélésre. A genetikai varians
feltehet6leg fokozott FOPNL expressziot, emelkedett
centroszomalis fehérjeszintet eredményezhet, amely
hatéssal lehet a kiilonb6z6 centroszoma abnormalitasok
kialakuldsara (centroszéma amplifikécid, abnormalis
funkcio és struktura), kedvezotlen tulélést eredményezve.
Myelomat illetéen kimutattdk, hogy az ismeretlen
jelentéségli monoklonais gammopatiatél kezdddden az
MM-ig a centroszoma amplifikacié minden esetben jelen
volt, mely a betegség elérehaladdsaval fokozatos
emelkedést mutatott. igy a myeloma patogenezise esetén
egy korai eseménynek tekinthetd, mértéke kedvezdtlen
prognozist jelenthet.

A myeloma kezelésének alapjat képezd bortezomib, a
proteaszoma proteolitikus alegységének (B5) gatlasa

soran intracellularis fehérje felhalmozodast okoz, mely a
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myeloma sejtek apoptozisahoz vezet. A 6 alegységet
kodold proteaszoma alegység Pl (PSMB1) génen
talalhatdo  rs12717  polimorfizmust  bortezomibbal
kombinalt ¢és rituximab monoterapia esetén is, a
progressziomentes talélést befolyasol6 biomarkerként
azonositottak relabalt follikularis lymphomas
betegcsoporton.

A proteaszoma egyes alegységeit kodolo gének genetikali
variansai befolyédsolhatjdk a proteaszéma kialakulésat,
szerkezetét, funkcidjat és a proteaszoma gyogyszerkotd

helyeinek konformacids valtozasat.



2. Célkitiizések

Munkéank soran a FOPNL és a PSMB1 polimorfizmusok
vizsgalatat tliztik ki célul egy klinikailag jol jellemzett
MM betegcsoportban.

1) FOPNL rs72773978 esetében Vvizsgalni kivantuk,
hogy hatéassal van-e a varians allél a klinikai jellemzokre
(nem, ¢életkor, ISS, citogenetikai abnormalitdsok) az
MM-ben szenvedd betegek esetén.

2) FOPNL  rs72773978  prediktiv ~ hatasanak
felderitése (az Osszesitett, valamint a progresszidmentes
tulélés szamitasa kiilonbozé kezelésben részesiilt MM
betegcsoportok esetén).

3) PSMB1 rs12717 vizsgalata MM-ben szenvedd
betegcsoporton, valamint klinikai jellemzOk elemzése a
kiilonb6z6 genetikai variansok esetén.

4) PSMB1 rs12717 prediktiv hatasanak vizsgalata.

5) Az egészséges egyének mintdin elvégzett
funkciondlis vizsgalatok esetén, arra kerestiik a valaszt,
hogy a PSMB1 rs12717 polimorfizmus jelenléte
befolyasolja-e a proteaszéma szerkezetének kialakulasat,
a proteolitikus aktivitasat bortezomib gatlassal vagy a

nélkiil.



3. Mddszerek

3.1 Vizsgalt személyek

Tanulmanyunkban a FOPNL 1rs72773978 vizsgalatat
2005 ¢és 2013 kozott diagnosztizalt, 373 MM-ben
szenvedd beteg esetében végeztik el. A polimorfizmus
magyarorszagi allélfrekvencidjanak meghatirozasdhoz a
kontroll csoport 112 egészséges véradobol allt. A PSMB1
rs12717 polimorfizmus esetében 2007 és 2013 kozotti
idészakban diagnosztizalt, 211 MM beteget vontunk be a
vizsgalatba. A betegek diagnozisa és kovetése a Dél-pesti
Centrumkorhdzban tortént. A proteaszéma és PSMB1
expresszio ¢€s funkcidjanak vizsgdlatdit 7 egészséges

onkéntes egyén periférids vérmintajan végeztiik el.

3.1 Molekularis genetikai vizsgdlatok

Az FOPNL rs72773978, valamint a PSMB1 rs12717
variansok genotipizalasa valos ideji PCR-t kovetd
olvadasi gorbe analizissel tortént, LightCycler 480II
(Roche) késziiléken, genomialis DNS mintabol.

3.2 Proteaszoma expresszio és funkcio vizsgalata

A vizsgalatok az EoOtvos Lorand Kutatdsi Halozat,

Természettudomanyi Kutatokozpontjaban torténtek. A



20S proteaszoma mennyiségét, valamint a PSMB1
expresszid  vizsgdlata FACSCanto II  4ramlasi
citométerrel tortént. Proteaszoma funkcié vizsgalat soran
a kimotripszin-szer(i, a kaszpaz-szerti és a tripszin-szerti
aktivitdsokat a Proteasome Activity Fluorometric Assay
Kit II (UBPBio) kittel hataroztuk meg, a gyartd

utasitasainak megfelelden.

3.4 Fluorszcens in situ hibridizdcios vizsgalat (FISH)
A vizsgalatok a Dél- Pesti Centrumkorhaz Citogenetikai
Laboratériumaban torténtek. A PSMB1 vizsgalat soran
211 betegbdl 194 esetében, mig a FOPNL csoportnal 373
betegbdl 346 esetében volt elérhetd FISH eredmény.



4, Eredmények

4.1. FOPNL rs72773978 polimorfizmus

Az FOPNL rs72773978 vizsgéalata soran az MM
betegcsoport minor  allélfrekvenciaja  (AF+£95%CI)
6,3£1,8% nem kiillonbozott az egészséges kontroll
csoport  (6,3£3,2%) esetén  meghatarozottol. A
homozigota TT egyének alacsony szdma miatt a tovabbi
vizsgalatokat a domindns modell alkalmazasaval
végeztilk: a minor varianst hordozo heterozigota AT
genotipust  és  homozigota TT  betegcsoportokat
Osszevontunk. Vizsgalataink sordn az alabbi klinikai
jellemzoéket vettiik figyelembe: nem, életkor, ISS,
citogenetikai eltérések, azonban egyik esetben sem
talaltunk kiilonbséget a varidns allélhordozast illetéen.
Vizsgalati csoportunk esetén a betegek nagy része
(n=241, 64,6%) bortezomib bazisu terapiaban részesiilt,
mig a tobbi paciens (n=132, 35,4%) IMID alapu kezelést
kapott. A PI csoportban gyakoribb varidns allélhordozas
volt megfigyelheté, mint a nem-PI csoportban (15,4% vs.
6,1%, p=0,008). Tovabbi csoportositds esetén a minor
allél gyakorisaga az eltérd terapias protokollokban nem

kiilonbozott. A teljes csoportot figyelembe véve, a
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terapiara adott valaszokat illetden nem volt kiilonbség a
vad tipusu és az FOPNL varidnst hordozok kozott,
azonban a bortezomib alapi terapias alcsoportban
szignifikansan tobb FOPNL hordozd ért el teljes
remissziot (CR) a vad tipusu betegekhez képest (66,7%
vs. 47,7%; p= 0,047).

A FOPNL rs72773978 polimorfizmus progresszidmentes
(PFS) és Osszesitett talélésre (OS) gyakorolt hatasat
vizsgalva a teljes csoporton, azt tapasztaltuk, hogy a
varians allélhordozas nincs hatassal sem a PFS, sem
pedig az OS alakuldsara (PFS: p=0,135; OS: p=0,328).
Mivel a polimorfizmus jelenléte statisztikai interakciot
mutatott a bortezomib kezeléssel, mind a PFS és mind az
OS-t illetéen (PFS: p=0,011; OS: p<0,001), a
polimorfizmus  kimenetelt befolyasolo hatasat a
kiilonb6z6 kezelési alcsoportok esetén is megvizsgaltuk.
Erdekes médon az irodalomban ismertetett kedvezétlen
hatasa a varians allélnak az alkalmazott kezeléstol
fliggben megvaltozott. A nem PI alaptl terapidban
részesiilo betegeknél a minor allélhordozas kedvezdtlen

PFS ¢és OS-t eredményezett (PFS: p=0,042; OS:
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p=0,022). Mig a PI alapu kezelést kapott betegek esetén,
ellentétes tendencia volt megfigyelhetd. A varians allélt
hordozoknal kedvezébb OS volt kimutathatd, PFS esetén
nem volt eltérés (OS p=0,048; PFS: p=0,082).
Multivariancia elemzéssel figyelembe véve az ¢letkort,
nemet, az ISS-t és az ASCT-t (autolog 0Gssejt-
transzplantacid) a nem PI kezelt betegcsoport esetén a
FOPNL rs72773978 hordozasa fiiggetlen rizikdfaktornak
bizonyult az OS-t illetéen (OS: p=0,045; HR: 2,69;
95%ClI: 1,02-7,11; PFS: p=0,33; HR: 1,58; 95%CI: 0,63-
3,98). A PI alapt terapidban részesiil6 betegek esetén
ellentétes iranyu tendencia volt megfigyelhet6 (OS:
p=0,09; HR: 0,58; 95%Cl: 0,31-1,09; PFS: p=0,08; HR:
0,69; 95%Cl: 0,46-1,04).

4.2  PSMBL1 rs12717 polimorfizmus

A PSMB1 rs12717 polimorfizmus minor
allélfrekvencidja (AF: 37,7£4,7%) nem kiillonbozott az
irodalomban leirtaktol (AF: 40,7+7,0%). A betegcsoport
vizsgalt klinikai paraméterei esetében (életkor, nem, ISS,
citogenetikai eltérések) nem volt eltérés megfigyelhetd a

kiilonbozd genotipust csoportokat illetden.

11



A terapiat elemezve a bortezomib alapti kezelésben
részesiilt csoportban (n=154, 72,9%) a varians
allélfrekvencia szignifikansan alacsonyabb volt (55,8%
vs. 71,9% p=0,05). A kiilonb6z6 kezelési protokollokat,
valamint a kezelésre adott valaszokat illetben, nem volt
kiilonbség kimutathaté az egyes genotipusii csoportok
esetén. Tovabbi vizsgalataink a talélési végpontokra
iranyultak. A teljes betegcsoportot elemezve C/G és G/G
genotipusit  paciensek  progresszio-mentes  tulélése
kedvez6tlenebb volt, mig az OS-t illetben nem
kiilonboztek az eltérd genotipusi csoportok (PFS:
p=0,002; OS: p= 0,268). Ezt kdvetéen megvizsgaltuk az
egyes alcsoportok (ISS, citogenetika, kezelés, ASCT)
esetén, hogyan alakul a PFS és az OS. Az ISS csoportok
esetén kedvezotleniil befolyasolta a PFS-t a minor
allélhordozds, ez a hatas megfigyelhetd volt még
standard rizikdju citogenetikai eltéréssel rendelkezd
betegcsoportot illetden, bortezomib kezelésnél, valamint
ASCT esetén is. OS elemzésnél csak az ISS3-as
csoportnal volt eltérés kimutathato. Multivariancia
analizis soran a teljes betegcsoporton, figyelembe véve a

kort, 1SS-t, FISH-t, bortezomib kezelést valamint az
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ASCT-t, a G/G wvarians allél hordozéasa fliggetlen
rizikofaktor volt a PFS esetén. Az OS elemzése soran, a
C/G és C/C genotipusu csoportok esetén volt szignifikans
kiilonbség, mely a homozigota genotipusokat illetden
nem volt kimutathato.

A proteaszOma mennyiségi vizsgalata, a PSMBI
expresszid, valamint a funkciondlis vizsgéalat a rs12717
polimorfizmusra homozigota C/C és G/G genotipusu
egészséges egyének periférids vérmintaibol torténtek. A
fehérvérsejtek, T-sejtek, B-sejtek, monocytak és
granulocitdk  esetén  meghatarozott  proteaszoma
mennyiségi és expresszidos méréseket illetben nem volt
eltérés megfigyelhetd az egyes genotipusoknal. A
proteaszoma 20S alegységének Kimotripszin-szeri,
kaszpaz-szerli és tripszin-szerli proteolitikus aktivitasa
esetében a varians allélt hordozd6 G/G egyének
alacsonyabb aktivitassal rendelkeztek. A bortezomib in
vitro relativ gatlo hatasaban, a kimotripszin-szeri
aktivitds esetén nem volt eltérés a kiilonbozo
genotipusokat illetéen (IC50G/G: 0,146 vs. ICsoC/C:
0,150 uM). Csokkent tripszin-szerli és kaszpaz-szerii

proteolitikus aktivitas volt megfigyelheté a varians allél
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(G/G) esetén (tripszin-szerti: 1Cso G/G: 44.4 vs. 1C5C/C:
462 pM; kaszpaz-szerii: ICso G/G: 2,05 vs. 1C5C/C: 6,07
uM)

14



5. Kovetkeztetések

A FOPNL 1rs72773978 polimorfizmus myelomas
betegcsoporton meghatarozott allélfrekvencidgja nem
kiilonbozott az  irodalomban leirt eredményektdl,
valamint az altalunk vizsgalt egészséges csoporttol. A
klinikai  jellemzdk  vizsgalata sordn a  varians
allélhordozas nem mutatott eltérést a vad tipushoz képest.
A Kkezelések elemzése soran azonban, a bortezomib
bazisu kezelésben részesiild betegek esetén a varians allél
hordozas gyakoribbnak  bizonyult, mint az
immunmodulans alapu terapiaban részesiilo
betegcsoportban.

A  FOPNL 1s72773978 eltérést mutatott az
alkalmazott kezeléstdl fliggden az MM betegcsoporton
elemezve az Osszesitett tulélést és a progressziomentes
tulélést illetden. A minor allélhordozas kedvezdtlen
hatdsa volt megfigyelhetd a nem bortezomib alapt
terapias betegcsoport esetén mind a PFS-t, mind pedig az
OS-t illetéen. Bortezomib alapu kezelés esetén pedig ez a
hatas megfordult és a varians allél kedvezobb OS-sel

tarsult, PFS esetén pedig tendencia volt kimutathato.
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Multivariancia analizis sordn a nem bortezomib kezelt
csoportban, a FOPNL rs72773978 az OS-t meghatarozo
fiiggetlen rizikofaktornak bizonyult.

Vizsgalataink alapjan a FOPNL rs72773978
polimorfizmus nem mint prognosztikai, hanem mint
prediktiv marker lehet hatdssal a myeloma multiplexet

illetGen.

Az  aminosavcserével jar6 PSMB1  rs12717
polimorfizmus  vizsgdlata  soran = meghatarozott
allélfrekvencia nem kiilonbozott az irodalmi adatoktol. A
kiilonbozd genotipust csoportok és a klinikai jellemzdok
elemzése sordn nem volt megfigyelhetd eltérés.

A  PSMB1 rs12717 minor allélje a teljes
betegcsoportban  kedvezétlenebb ~ PFS-sel  tarsult
(p=0,002), amely multivariancia analizissel is fiiggetlen
rizikéfaktornak bizonyult (PFS: p<0,001; HR: 2,293;
95%Cl:1,458-3,604). Az OS-t nem befolyasolta a minor
allél jelenléte.

A PSMB1 rs12717 polimorfizmus funkcionalis

vizsgalata sordn egészséges C/C és G/G genotipusu
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egyének mintdin, a proteaszomak mennyisége valamint
PSMBL1 expresszidja nem kiilonbozott. A minor allélt
homozigota forméban hordoz6 egyéneknél alacsonyabb
20S proteaszoma Kimotripszin, tripszin,- és a kaszpaz-
szerli proteolitikus aktivitasok voltak megfigyelhetéek.
Bortezomib gatlas alatt csokkent ICsp értékeket igazoltak
a tripszin,- és a kaszpaz-szeri aktivitasok esetén a G/G
genotipusit egyének mintdin. A kimotripszin-szerii
aktivitas soran nem volt megfigyelhet eltérés.
Vizsgalataink alapjan, a PSMB1 rs12717 mind
prognosztikai valamint a funkcionalis eredmények

alapjan prediktiv marker is lehet MM esetén.
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