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1. ROVIDITESEK JEGYZEKE
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Nemzetkdzi Myeloma Munkacsoport (International Myeloma Working
Group)

nemzetkozi stddium-besorolasi rendszer (International Staging System)
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c-Jun N-terminalis kindz
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myelodysplasias syndroma
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nem meghatarozott jelentéségli monoklonalis gammopathia (monoclonal
gammopathy of undetermined significance)

{6 hisztokompatibilitasi komplex (major histocompatibility complex)
macrophage inflammatory protein 1 alpha

myeloma multiplex

multiple myeloma SET domain

rapamicin célpont emlésokben (mammalian Target Of Rapamycin, egy
szerin/threonin kinaz)

myelocytomatosis

nukledris faktor kappa B, kB jelzésii altalanos magi transzkripcios faktor
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refrakter anaemia gytlir(is sideroblastokkal (refractory anemia with ring
sideroblasts)

rat sarcoma

refrakter cytopenia tobb sejtsort érintd dysplasiaval (refractory cytopenia
with multilineage dysplasia)

restrikcids fragmentum hosszisadg polimorfizmus (restriction fragment
length polymorphism)

pardzslo myeloma multiplex (smoldering myeloma multiplex)

egyetlen nukleotidot ¢érinté polimorfizmus (single nucleotid
polymorphism)

jelatvive és transzkripcids aktivator (signal transducer and activator of
transcription

tumor-asszocidlt makrofag

transzformalo ndvekedési faktor-béta (transforming growth factor beta)
tumornekrodzis faktor-alfa

ér-endothel ndvekedési faktor (vascular endothelial growth factor)
fehérvérse;jt

Egészségiigyi Vilagszervezet (World Health Organization)

wingless and a related gene termed int 1
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2. BEVEZETES

Az ember genetikai dllomanyéanak, a DNS bazissorrendjének a megismerése lehetdvé
tette, hogy molekuldris szinten értelmezhessiik az egyes bioldgiai folyamatokat, az
emberi populacid tagjainak egyediségét, a populdcion beliili variabilitdst, az egyes
betegségekre vald hajlamot. A daganatos betegségrdl évtizedek ota tudjuk, hogy vannak
bizonyos drokletes hajlamositd tényezok, ugyanakkor a betegség kialakuldsa az egyén
¢lete soran felhalmoz6do szomatikus mutaciok és epigenetikai valtozasok eredménye. A
myeloma multiplex (MM) a plazmasejtek klonalis daganatos megbetegedése, a masodik
leggyakoribb hematologiai malignitas. A myelodysplasids syndroma (MDS) szintén
gyakori rosszindulatu vérképzdszervi korkép. Mindkét betegség eléfordulasa az életkor
elérehaladtaval nd, nagyjabol azonos korcsoportot érint, a fejlett nyugati orszagokban
eléfordulasi ardnyuk emelkedést mutat, amelyet a lakossag élettartamanak novekedése
is magyardz. Tovabbi kozos jellemzdjiik a kifejezett heterogenitds a prognodzis, a
korlefolyas, és a kiilonbozd kezelési formakra adott valasz tekintetében, ezaltal dontd
jelentdségli a megfeleld prognosztikai tényezdk meghatarozasa a rizikoadaptalt kezelési
stratégia kialakitdsa céljabol. A betegségek patomechanizmusanak pontosabb
megismerése Ujabb lehetséges terapids célpontokra irdnyithatja figyelmiinket és segithet
a megfeleld prognosztikai faktorok megtaldldsaban. Munkank sordn a fenti két
betegségcsoport genetikai hatterét vizsgaltuk. Elemeztiik a patomechanizmus alapjan
feltételezhetden szerepet jatszo egyes cytokinek polimorfizmusat, majd egy nemzetkozi
génasszociacids vizsgalatban vald részvétellel olyan genetikai markereket kerestiink,
amelyek bizonyitékul szolgalhatnak a myeloma multiplexre vald genetikai hajlam
demonstralasara. Ezt kovetéen a myeloma multiplexben haszndlt egyes prognosztikai
faktorok segitségével alkotott, témavezetdm altal kordbban mar publikalt pontrendszer
alkalmazhatdsagat vizsgaltuk, adaptalva az 1) tipust, bortezomib és immunmodulans

kezelésben részestilt betegek esetére.
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2.1. Myelodysplasias syndroma (MDS)

2.1.1. Klinikum

Az MDS heterogén betegségcsoport, amelyet ineffektiv hemopoezis, kovetkezményesen
kialakul6 egy, vagy tobb sejtvonalat érintd cytopenia és AML-be torténd transzformécio
jelentds kockazata jellemez. A hattérben a hemopoetikus Ossejtek szerzett klonalis
betegsége all [1]. Foként idoskortiakat érint, a betegek 80%-a 60 évesnél iddsebb, a
diagnoziskor a median életkor 71 év, férfiakban gyakrabban fordul el6 [2]. A primer, de
novo MDS oka nem ismert, a szekunder esetek (az Osszes eset 10-15%-a) korabbi
citosztatikus kezelés, - els6sorban topoizomeraz II gatlok ¢és alkilalo szerek -
sugarkezelés, immunszuppressziv terdpia, valamint egyes koOrnyezeti artalmak
kovetkeztében alakulnak ki [3, 4]. A diagnoézis alapjat a periférids vérben észlelt
cytopenia, a periférids vérben és csontvelében lathaté dysplasias jelek és blastsejtek
szama, valamint a klonalis citogenetikai eltérések jelentik. A de novo MDS betegk 40-
60 %-aban mutathato ki citogenetikai eltérés, amely leggyakrabban az 5, 7, 8, 12, 20 ¢és
Y kromoszomakat érinti [5, 6]. A betegek egy részénél komplex (3 vagy tobb) eltérés
figyelhetd6 meg. A citogenetikai eltéréseknek fontos szerepe van a progndzis és a
varhat6 terdpias valasz megitélése szempontjabol [7]. Az MDS osztalyozasara korabban
az 1982-ben késziilt FAB (French American British) klasszifikaciot hasznaltak, amely

crer

kiilonboztetett meg [8] (1. tablazat).
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1. tablazat. Az MDS 1982-es FAB klasszifikacioja [8]

Entitas Periférias vér Csontveld Egyéb jellemzok Atlagos tilélés
blast sejtek blast sejtek (hénap)

RS <15 %-a
RA <1% <5% a csontveldi sejteknek 32
RARS <1% <5% RS >15%-a 42

a csontveldi sejteknek
RAEB <5% 5%-20% 12
RAEB-t 5%-30% 20%-30% 5
CMML <5% <20 % AMC> 1 G/l 10

RA: refrakter anaemia; RARS: refrakter anaemia gytrlis sideroblastokkal; RAEB: refrakter anaemia
magas blastarannyal; RAEB-t: refrakter anaemia magas blastarannyal, transzfomacioval, CMML:
kronikus myelomonocytaer leukaemia; RS: gytiriis sideroblast; AMC: abszoliit monocyta szam

Ez a besorolas azonban a prognézis, a leukémids atalakulas esélyének megitélése és
bizonyos kezelési szempontok miatt a késébbiekben tjragondolast igényelt. A 2001-es
WHO Kklasszifikacidé az egyes entitdsok meghatdrozasdban a morfologia mellett mar
klinikai és citogenetikai jellemzOket is figyelembe vett. Jelenleg a WHO 2008-ban
frissitett ajanlasa az elfogadott, amely a periférids vérben jelen levé blastok, Auer
palcéak, a cytopeniat mutatd sejtvonalak szama, a csontveld jellemzdi és a citogenetikai

eltérések alapjan hatarozza meg az egyes alcsoportokat [9] (2. tabladzat).

10
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2. tablazat. Az MDS 2008-as WHO klasszifikacidja [9]

Entitas

Refrakter cytopenia
egy sejtsort érintdé dysplasiaval

Refrakter cytopenia
gyliriis sideroblastokkal
(RARS)

Refrakter cytopenia
tobb sejtsort érintd
dysplasiaval (RCMD)

Refrakter anaemia magas
blastarannyal-1
(RAEB-1)

Refrakter anaemia magas
blastarannyal-2

(RAEB-2)

Nem osztalyozhatéo MDS
(MDS-U)

MDS izolalt del(5q)-val

Periférias vér

1-2 sejtsort érintd cytopenia
blast nincs

anaemia

bicytopenia, vagy pancytopenia,
< 1% blast, nincs Auer palca
<1x10%/1 monocyta

cytopenia
< 5% blast, nincs Auer palca
< 1x10%/1 monocyta

cytopenia

5-19% blast, + Auer palca

< 1x10%/1 monocyta
cytopenia

< 1% blast, nincs Auer palca
< 1x10%/1 monocyta

anaemia,

< 1% blast,
normalis/emelkedett
thrombocytaszam

Csontvelo

egy sejtsort érintd dysplasia,
< 10% dysplasias sejt

< 5% blast

< 15% gyfirls sideroblast
erythroid dysplasia

< 5% blast

> 15% gyfris sideroblast
két, vagy tobb sejtsort érintd
dysplasia,

> 10% dysplasias sejt

< 5% blast, nincs Auer palca
* 15% gyfrls sideroblast
egy, vagy tobb sejtsort érintd
dysplasia,

5-9% blast, nincs Auer palca

10-19% blast, + Auer palca

egy, vagy tobb sejtsort érintd
dysplasia,

< 10% dysplasias sejt

< 5% blast
normalis/emelkedett
megakaryocytaszam,
hypolobulalt sejtmag,

< 5% blast, nincs Auer-pélca,
izolalt del(5q)

A betegek varhat6 talélése és a leukémias atalakulds kockézata szempontjabol tobb

pontrendszert alkottak a prognoézis meghatarozasa céljabol. A legszélesebb korben

hasznalt az IPSS (International Prognostic Scoring System) pontrendszer [10]

(3.tablazat).

11
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3. tablazat. IPSS (International Prognostic Scoring System) [10]

Erték Pontszam
<5 0
Csontvelo blast (%) 5-10 0,5
11-20 1,5
21-30 2,0
normal, del(5q),
-Y, del(20q) jo 0
Kariotipus =
minden egyéb kozepes 0,5
komplex (= 3) rossz 1,0
vagy 7-es kr.
Cytopenia 0-1 0
2-3 0,5
Riziké besorolas Osszpontszam Atlagos talélés (év) 25% AML (év)
Kicsi 0 5,7 9,4
Kozepes-1 0,5-1,0 3,5 3,3
Kozepes-2 1,5-2,0 1,2 1,1
Nagy 22,5 0,4 0,2

2012-ben Greenberg ¢és munkatarsai altal publikalasra keriilt az IPSS-R (Revised
International Prognostic Scoring System), amely a korabbindl nagyobb jelentdséget
tulajdonit a citogenetikai eltéréseknek 5 citogenetikai alcsoportba sorolva a betegeket,
ezenkivill a cytopenia mélységét is figyelembe veszi [11]. A WPSS (WHO
Classification-Based Prognostic Scoring System) a WHO osztalyozas és a transzfuzid
fliggdség jelentOségének ismeretében 2007-ben Malcovati 4altal kidolgozott
prognosztikus rendszer, amely a WHO osztalyozast, citogenetikai eltérést és a
transzfizios igényt veszi figyelembe. Ez a pontrendszer kiillondsen alkalmas a kis
kockazath csoporton beliil a biztosan nagyon jo prognozist esetek megkiilonboztetésére

[12].

2.1.2. Bioloagia és patogenezis

A betegség kialakulasaban genetikai, epigenetikai és immunoldgiai tényezok egyarant
szerepet jatszanak. Altalanosan elfogadott, hogy az MDS a hemopoetikus Gssejtet és a
csontveldi mikrokornyezetet érintd tobblépcsds folyamat kdvetkezményeként alakul ki

[13]. Klinikai megjelenésben kiilonb6zd entitasokat foglal magdba, amelyek kozos
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jellemzdje a periférian észlelhetd cytopenia, szemben a csontveldi progenitorok
apoptoézisaval magyarazhaté [15], amely az alacsonyabb rizikoji betegcsoportban
kifejezettebb, a csontvel6i blastardny novekedésével mértéke csokken. Igazolodott,
hogy a fokozott apoptdzis dontéen a megvaltozott csontveléi mikrokornyezet altal
termelt pro-inflammatorikus cytokinek medialta parakrin folyamat kovetkezménye. A
résztvevo cytokinek koziil a tumornekrdzis faktor-alfanak (TNF-a) kiemelkedd szerepe
van. A pro-apoptotikus, pro-inflammatorikus cytokinek - TNF-a, IL-18, TGF-f-
fokozott termelése minden MDS szubtipusban kimutathatd [16]. Az immunfolyamatok
szabdlyozasi zavara autoimmun myeloszuppresszié révén szintén szerepet jatszik az
ineffektiv hemopoezis kialakulasédban [17, 18]. Az MDS egyes entitdsaiban egy masik,
a patogenezisben fontos szerepet jatszo kozos eltérés az epigenetikai regulacid gyakori
zavara, amit a terdpidban alkalmazott hypometilal6é szerek cytopeniat javitdo hatasa is
igazol. Az Uj generacids génszekvenaldsi technikdk segitségével az elobb emlitett
epigenetikai szabalyozasban résztvevd gének mellett a DNS hibajavitds, a
transzkripcids regulacio és kiilonbozd jelatviteli utakban szerepld gének visszatérd

szomatikus mutacioit is igazoltak [19].

2.1.3. Kezelés

A betegek kezelése prognosztikai csoportokba vald tartozasuk alapjan torténik
figyelembe véve a transzfuzids igényt, az anaemian kiviili cytopenia mértékét, a
csontveldi blast ardnyt és a citogenetikai jellemzdket. A kis kockazatu csoportban a
hemopoezis tamogatdsa, a transzfuzidés igény ¢és a leukémids transzformacid
csokkentése a cél, a nagy kockézati csoportban a tulélés hosszabbitdsdhoz a koros klon
intenziv kemoterapidval torténd eradikalasa sziikséges. A szupportiv kezelés mellett
novekedési faktorok, immunszuppressziv készitmények, hypometilalo szerek,
immunmodulalok, intenziv kemoterapia és allogén hemopoetikus Ossejt-transzplantacod
tartozik a terdpias lehetdségek kozé. Az egyetlen gyogyitd célu kezelést az allogén
Ossejtatiiltetés jelenti, ez azonban a betegek id0s kora és tarsbetegségeik miatt csak
ritkan alkalmazhat6. A lenalidomid a kis kockdzati csoportba tartozé, transzfuziofiiggd

betegek és az 5q- citogenetikai eltéréssel rendelkezok esetében kiilondsen hatékony. A
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hypometilalo 5-azacitidint és a decitabint elsGsorban a nagy kockazatli betegcsoportban
alkalmazzak [20]. A hazai gyakorlatban a tobbségében idds, tarsbetegségekkel
rendelkezd6 MDS betegek dontéen szupportiv  kezelésben részesiilnek. A
hemoszubsztitucié és a vaskelatképzOk alkalmazéasa altalanosan elterjedt. A no-
vekedési faktorok ugyan hozzaférhetdek, de elsdvonalbeli kezelésként nem kapnak OEP
tamogatast. A lenalidomid és egyes hypometildld szerek jelenleg csak egyedi
méltanyossdg alapjan adhatok. Az allogén Ossejtatiiltetés indikéaciojat a Felndtt
Csontveldatiiltetd Bizottsag birdlja el, ez a kezelési mod az arra alkalmas betegek

szdmara hazankban is lehetséges alternativa.

2.2. Myeloma multiplex (MM)

2.2.1. Diagnozis, klinikum

A WHO osztalyozasa szerint az MM a B sejtes differencidlodas terminalis szakaszat
képviselé6 plazmasejtek klondlis rosszindulatt daganatos megbetegedése. A
csontveldben felszaporodott koros plazmasejtek nagy mennyiségben termelnek
komplett, vagy inkomplett monoklonélis immunglobulint, amely a szérumban és/vagy a
vizeletben, mint paraprotein jelenik meg, jellegzetes elektroforetikus mintdzatot, M-
komponenst mutatva. Az aktiv, tiinetekkel jar6 MM diagnoézisa az IMWG 2003-as
meghatdrozasa szerint a koéros M-protein (szérum elektroforézis, immunfixacio,
konnylilanc meghatarozas) és a csontvel6i monokondlis plazmasejtek (csontveld
aspiracid és/vagy biopszia, aramlasi citometria, immunhisztokémiai vizsgalat), valamint
az altaluk létrehozott szervkarosodasok kimutatasan alapul. A malignus plazmasejtek és
a koros fehérjék kovetkeztében kialakuldo szervkarosoddsokra utald klinikai és
laboratoriumi jeleket az angolszasz irodalombol szarmazd6 CRAB mozaiksz6 foglalja
Ossze (hypercalcemia, renal failure, anemia, bone lesions) [21]. A Dbetegek
leggyakrabban csontfajdalmakkal, csontvelé-elégtelenség tiineteivel, vagy ritkabban
veseelégtelenség miatt fordulnak orvoshoz [22]. A myelomat szinte minden esetben
megelézi a klonalis plazmasejt proliferacié premalignus, tlinetmentes stadiuma, az
MGUS (monoclonal gammopathy of undetermined significance — nem meghatarozott

jelentdségli monoklonalis gammopathia). Ebben az esetben a monoklondlis fehérje
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mennyisége és a csontveldi plazmasejtek aranya nem éri el a diagnozishoz sziikséges
mértéket, valamint a klinikai tiinetek, szervkarosodas jelei is hidnyoznak [23, 24]. Az
MGUS el6fordulasi gyakorisaga az 50 év feletti kaukazusi populacidban 3% és MM-be
torténd progresszidjanak esélye évente 1 % [25]. Amennyiben klinikai tiinetek,
célszervkarosodas jelei még nincsenek, de a myeloma diagnozisdhoz sziikséges
kritériumok megallapithatoak, az ugynevezett parazsl6 myelomarol, smoldering
myeloma multiplex (SMM) beszéliink [26], amely az MGUS és MM kozotti koztes
allapotot jelent. A SMM tiinetekkel jar6 myelomaba torténd progresszidjanak kockazata
az elsé 5 évben a legnagyobb, ekkor évente 10%, a kdvetkezé 5 évben évente 3 %, a
tovabbi 10 év soran pedig évente csak 1 % [27]. Az egyes entitasok elkiilonitésére azért
van sziikség, mert gyodgyszeres kezelés csak tiinetekkel jar6 myeloma multiplexben
indikalt, a masik két esetben a szoros megfigyelés a teendd. A myeloma és a megel6z6
allapotok diagnosztikus kritériuma a betegség patomechanizmusanak pontosabb
megismerése €s a diagnosztikus eljarasok finomodésa kovetkeztében a kdzelmultban
moédosult [28]. A jelenleg érvényben 1évd, 2014-ben megjelent nemzetkdzi ajanlés

részleteit a 4. tdblazat tartalmazza.

4. tablazat. MGUS, SMM ¢és MM diagnosztikus kritériumai a legajabb, 2014-es
IMWG ajanlas szerint [28]

MGUS SMM MM
Csontveldi = 10 % vagy
klonalis <10% 10-60 % biopsziaval igazolt
plazmasejt plasmocytoma
ES ES/VAGY

M-komponens < 30 g/l szérum vagy = 30 g/l szérum vagy

<500 mg/24 h vizelet = 500 mg/24 h vizelet
CRAB
tiinet/MDE NINCS NINCS =1

(C) Hypercalcaemia (Ca > 2,75 mmol/l)
(R) Veseelégtelenség (kreatinin clearance < 40 ml/min vagy kreatinin > 177 umol/l)
(A) Anaemia (hgb < 100 g/1)
MDE (B) =1 lytikus csonteltérés rtg, CT, vagy PET-CT vizsgalattal
= 60 % klonalis csontveldi plazmasejt
=100 FLC arany
> 1 MRI-vel igazolt fokalis csontlézio

MDE: myelomat meghatirozé6 esemény (myeloma-defining event); CT: komputertomografia; PET:
pozitronemisszids tomografia; MRI: magneses rezonancia vizsgalat; FLC: szabad konnytilanc
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2.2.2. Elofordulasi gyakorisag

Az MM a masodik leggyakoribb rosszindulati hematoldgiai betegség a non-Hodgkin
lymphomak utan, a hematoldgiai malignus korképek kozel 10%-at, az 6sszes daganatos
megbetegedés 1 %-at teszi ki. Jellemzden az idésebb korosztalyt érinti, eléforduldsa az
¢letkor elérehaladtaval né. A diagnézis felallitdsakor az atlagéletkor 70 év, a betegek
2/3-a a diagnoziskor 65 éven feliili [29]. Napjainkban azonban megfigyelhetd a
betegség egyre fiatalabb életkorban valo jelentkezése is. Az incidencia széles hatarok
kozott mozog, 0,4-5/100 000 lakos, az el6fordulas a fejlett nyugati allamokban
(Ausztralia, Uj-Zéland, Eszak-Amerika, Eurépa nyugati része) a leggyakoribb,
Azsiaban a legritkabb [30]. Férfiakban gyakrabban fordul eld, a férfiak és nék aranya
3:2. Magyarorszagon a férfiak nagy esetszamu korai kardiovaszkuldris mortalitdsa miatt
a nemek ardnya forditott. Az évente felismert Uj esetek szdma novekedést mutat [31]. A
Nemzeti Rakregiszter adatai alapjan hazankban 2013-ban 259 férfi és 309 nd betegedett

meg myelomaban, azaz 568 1j esetet regisztraltak [32].

2.2.3. Etiologia

Bér a betegség pontos etiologidja ismeretlen, bizonyitott kockazati tényezdnek szamit az
iddsebb életkor, férfi nem, etnikai hattér, a csalddban eléfordulé myeloma, vagy egyéb
lymphoid vérképzdszervi malignitas, valamint az elézményekben szerepld myelomat
megel6zd allapot (MGUS vagy SMM). Valdszini rizikotényezd az obezitas, herpes
zoster fert6zés és a HIV fertézés. Ellentmondoak az epidemiologiai adatok, valamint a
kohorsz ¢és eset-kontroll tanulmanyok eredményei a tartds immunstimulus, autoimmun

betegség, foglalkozasi és kornyezeti artalmak vonatkozéasaban [33].

2.2.4. Biologia és patogenezis

A myeloma patogenezisének két f6 meghatarozé folyamata a malignus klonon beliil

kialakul6 genetikai eltérések és a myelomasejt és mikrokornyezete kdzotti kapcesolat.
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2.2.4.1. A myelomas sejtklon jellemzoi

A myelomasejt a terminalisan differencidlodott, immunglobulint termeld, hosszan taléld
plazmasejt neoplasztikus megfeleldje. Tobbségiik nyugvd, alacsony proliferacios
potenciallal rendelkez0 sejt. Feltételezhetd, hogy a klonalis ndvekedés csak egy sziikebb
sejtpopulaciora szoritkozik, ez az elmélet a myelomds kloénon beliili funkcionalis
heterogenitast valoszinisiti [34]. Az 0j molekuléris technikak (SNP array, 0j generacios
szekvenalas) vizsgalati eredményei szerint mar a betegség kezdetekor tobb malignus
klon 1étezik parhuzamosan. A klondlis heterogenitas egyetlen betegen beliil is mind
térbeli, mind idébeli vonatkozéasban bizonyitott [35]. Az egyes szubklonok ugyanazért a
csontveldi mikrokdrnyezetért versenyeznek, ennek kovetkeztében a betegség lefolyasa
sordn tapasztalhatjuk a klonalis evoluci6 jelenségét [36]. A kialakul6 genetikai eltérések
a transzformalt plazmasejt szubklon(ok) novekedési eldnyét eredményezik, amely a
betegség progresszidjahoz, terapiarezisztencidhoz vezet. Az egyes lépcséfokok egyre
jobban novelik a korkép genetikai komplexitasat [37].

A korai, primer onkogén esemény nagy valdszinliséggel a nyirokcsomd centrum
germinativumaban torténik a szomatikus hypermutécid, vagy izotipus osztalyvaltas
sordn, amely a DNS kettdslanc torése miatt, a folyamat természetébdl adodoan
hajlamosit genetikai hibdkra. A tény, hogy ugyanezeket a korai genetikai eltéréseket
MGUS-ban és SMM-ben is kimutattak arra utal, hogy ezek az eltérések sziikségesek, de
nem elégségesek a MM kialakulasahoz. A késdi, szekunder onkogén események nagy
valdsziniiséggel a csontveldben mennek végbe [38].

ugynevezett korai genetikai esemény az IGH (immunglobulin nehézlanc) 14q32 régio6
transzlokacioi és a hyperdiploiditds. Az IGH lokuszt érinté kromoszéma transzlokaciok
a betegek kozel 50 9%-dban fordulnak el6. A transzlokaci6 kovetkeztében a
partnerrégioban elhelyezkedd onkogének az IGH lokusz erds enhancerének
szabdlyozasa ala kerililnek és ezaltal fokozott expresszidjuk kovetkezik be. Az 6t
leggyakoribb partner kromoszoma régié a 11ql3 (cyclin D1), 4pl6 (FGFR-3 ¢és
MMSET), 6p21 (cyclin D3), 16923 (c-maf) és 20q11 (mafB). A hyperdiploiditas, amely
a masik korai genetikai esemény, elsdsorban a paratlan szamu kromoszémakat érinti és

szintén a betegek kozel 50 %-aban fordul eld. A hyperdiploiditas kialakuldsanak pontos
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molekularis mechanizmusa még nem ismert. A kromoszomak triszOmiaja, vagy az
intersticidlis kopiaszdm nyerés az el6bbiekhez hasonléan onkogének expresszidjanak
fokozddasaval, aktivaciés mutacigjaval okozza a plazmasejtek malignus
transzformaciojat. Mindkét folyamat a betegek tobbségében a sejtciklus
szabalyozasaban dontd szerepet jatszo cyclin D szabalyozasi zavarahoz vezet, ami igy
feltételezhetéen egy korai, kdzos patogenetikai esemény [39, 40].

A masodlagos, késébbi genetikai események, amelyek mar a betegség progresszidjaban
jatszanak szerepet, kulcsfontossag onkogén jelutakat aktivalnak (RAS/MAPK, MYC,
NFkB), és/vagy tumorszuppresszor gének funkcidvesztését okozzak, ugymint TP53
(tumor protein 53) és RBI (retinoblasztoma 1). Ezek az eltérések rossz prognozist
jelentenek, csaktgy, mint az 1q21 amplifkécio, vagy az 1p vesztés [41].

Mind a DNS metilacidja, mind a hiszton poszttranszlaciés modositasa befolyasolja a
génexpressziot. Myelomaban a patogenezis szempontjabdl legfontosabb epigenetikai
véltozas a globalis hypometilacié és a génspecifikus hypermetilacid, amely tobbek
kozott az MGUS-bol a myelomaba torténd transzformécié soran figyelheté meg. A
legkifejezettebb DNS metilacids valtozas a betegek 15 %-dban eléfordulod t(4;14)
transzlokacid esetében figyelheté meg, amely az MMSET, hiszton metiltranszferaz
aktivitassal rendelkezd gén fokozott expresszidjanak a kovetkezménye. Ez génspecifkus

hypermetilacids expressziés mintdzatot eredményez, amely a sejt tuléléséhez ¢és

crer

2.2.4.2. A csontvel6i mikrokornyezet szerepe

A csontvel6i stromasejtek a hemopoetikus dssejtek mellett a myelomasejtek szamara is
proliferaciot, apoptozis elleni védelmet, gydgyszerrezisztenciat eldsegitd kornyezetet
biztositanak a csontveldi ,,niche”-ben mind direkt sejt-sejt kontaktus, mind cytokinek,
szabdlyoz6 komplex autokrin és parakrin cytokin halézat legfontosabb szerepldi az
IL1B, IL6, IL10, TNF-a, IGF-1, HGF, MIP1la és egyes Wnt csaladba tartozo cytokinek
[43]. A tumoros mikrokornyezeten beliil a makrofagok tumor-asszocidlt makrofagokka
(TAM) differencidlodnak, amelyek a myelomasejtekhez tapadnak. A TAM-ok az IL-6,
valamint a TNF-a és IL-1p 6 szekretaloi, tovabba IL-10-et termelnek, amely a T sejt
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mitkddés gatlasa révén a daganatos immuntolerancia f6 mediatora, ezenkiviil jelentdsen
elésegitik az angiogenezist, igy a myeloma patogenezisében fontos szerepet tdltenek be
[44]. Az IL-6 a myelomas sejtek novekedését eldsegitd egyik legfontosabb cytokin.
Els6sorban a csontveldi stromasejtek ¢és makrofagok termelik. A myelomasejtek
adhézioja a csontveldi stromasejtekhez az NFkB transzkripcids faktoron keresztiil
fokozza az IL-6 termelést [45]. Az IL-6 a receptoran keresztiil aktivalva a JAK/STAT3
ugyanakkor gatolja a Fas-indukalta apoptdzist [46]. Az IL-6 a vascularis endothelialis
novekedési faktor (VEGF) szekréciojat is fokozza, valamint az osteoclast
differencidlodéasban is szerepet jatszik [47]. A csontveldi mikrokdrnyezetbdl szarmazéd
TNF-a, IL-1p és IL-17 szintén fokozott IL-6 termelést valtanak ki.

A TNF-o a gyulladds és a csontreszorpcid mediatora. Eldsegiti a myelomasejtek
az adhézids molekulak expresszidjat fokozza, ezéltal az NFkB jelutat aktivalja [48].

Az IGF-1 az IL-6-hoz hasonléan a myelomasejtek tulélését segiti el a PI3K/AKT,
MAPK ¢s NFkB jelutak aktivaldsan keresztiil [49].

2.2.5. Prognosztikai faktorok

A myelomas betegek kezelésre adott valasza és tulélése jelentds kiillonbséget mutat. Ez
a heterogenitas részben a tumorral, részben a beteggel kapcsolatos tényezokkel fiigg
Ossze. Az elmult 30 év irodalmat attekintve hatalmas adatmennyiség gytlt 6ssze, amely
a myeloma klinikai és biologiai jellemzdit vizsgalta a talélés szempontjabol, de
mindmaig nincs konszenzus a legmegfelelobb markereket, vagy az ezek alapjan
kialakitott stddium meghatarozéasokat illeten.

Mar az 1960-as években olyan biomarkereket kerestek, amelyek a talélés fiiggetlen
prediktoraiként voltak értékelhetok. (Biomarkernek nevezhetd barmilyen jellemzd, —
gén, fehérje, klinikopatologiai, vagy akar képalkotd jellemzd - amely objektiven és
valasz mértékének.) Az elsé idoékben féleg a tumor tomeg nagysagat tiikr6zo
paramétereket vizsgaltak, hiszen ez nyilvanvaldan szoros kapcsolatban all a tuléléssel.

Ezek a haemoglobin, szérum kalcium, szérum kreatinin €s a csontkdrosodds mértéke
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voltak [50]. 1975-ben a Durie és Salmon féle stadium meghatarozas az M-proteint,
haemoglobint, kalciumot és a csonteltérések szdmat vette figyelembe a myelomas tumor
tomeg becslésére, a kreatinin szint tovabbi alcsoportokra bontotta a betegeket [51]. Az
1980-as években a szérum P-2 mikroglobulin (32M), mint a tumor tomegre utald
egyszerl és megbizhatdé marker keriilt alkamazasra, mind a betegség stddiumanak, mind
a tilélésnek a meghatarozasadban [52, 53]. Ezt kovetden az albumin [54], C-reaktiv
protein [55], és a csontveldi plazmasejt proliferacids aktivitasat tiikroz6 plazmasejt
jelolési index [56] szerepelt, mint prognosztikus marker, de széleskorli gyakorlati
alkalmazasukra nem keriilt sor. A fenti paramétereket -2 mikroglobulinnal egyiitt is
alkalmaztak [55, 56]. A vizsgélt tényezOk kozott szerepelt a keringd plazmasejtek
jelenléte, amelyet 4 % felett tekintettek fiiggetlen rossz prognosztikai tényezének [57].
A sejtek anyagcseréjére utaldo emelkedett LDH érték nagy tumor tdmegre, agresszivebb
betegségre, extramedullaris folyamatra enged kovetkeztetni, szintén kedvezdtlen
jelentdségti [58]. 2005-ben egy tobb orszdgot magaba foglalé konzorcium a B2M és
albumin felhasznalasaval létrehozta a ma is széles korben alkalmazott nemzetkozi
besorolasi rendszert (International Staging System; ISS), amelynek alapjan a
meghatdrozott betegség stadiumok alkalmasnak bizonyultak a talélés eldrejelzésére
[59]. Az utdbbi években a szérum szabad konnytilanc (FLC) ardny, mint ) biomarker
keriilt be a gyakorlatba [60]. A myeloma szévédményei, mint a veseelégtelenség,
anaemia, csontszerkezeti eltérések szintén kedvezdtlen faktorok a ttlélés szempontjabol
[61].

A citogenetika, a tobbi hematoldgiai betegséghez hasonldan, a myelomaban is az egyik
legfontosabb prognosztikai marker. MM-ben a tumorsejtek alacsony mitotikus
aktivitasa miatt a hagyomanyos citogenetikai vizsgalat a betegek minddssze 20-30 %-
aban informativ [62, 63]. Azonban fluoreszcens in situ hibridizacié (FISH) vizsgalattal,
vagy molekularis citogenetikai technikéval vizsgélva szinte minden MM tumornal koros
kariotipust lehetne igazolni. Myelomaban az IGH transzlokaciok és a génallomany
mennyiségének aneuploid allapotat eredményezd valtozasok hatarozzdk meg a jellemz6
genetikai eltéréseket. Az interfazis FISH vizsgalat, amely a sejteket nyugalmi fazisban
értékeli, az utdbbi években alapvetd prognosztikai tényezdvé valt. A FISH vizsgalat

alapjan nagy rizikdcsoportba tartozik a t(4:14), t(14:16), t(14;20), dell7p, és az 1q
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amplifikacié. Minden egy¢b eltérés a standard, vagy az alacsony rizikdcsoportot jelenti
[64].

A génexpresszids profil (GEP) vizsgélatok hatalmas mennyiségli adatot szolgaltatnak,
amelynek értékelése komoly bioinformatikai felkésziiltséget igényel. Az elsd
molekularis csoportositas alapja a cyclin D expresszid és az azonositott IgH gént érintd
transzlokacid tipusa, az ugynevezett TC klasszifikacio volt [65], ugyancsak ezen alapul
az IMWG Altal javasolt molekularis klasszifikaci6 is, amely 8 kiindbnbdzd szubtipust
kiilonit el [66]. Egy masik, szintén génexpresszids vizsgalaton alapul6 klasszifikacioé a
myeloma 7 kiilonb6z6é bioldgiai viselkedésii alcsoportjat kiilonbozteti meg, amelyek
kozil két jellemz6 klinikai képpel rendelkezd myeloma szubtipus, a proliferativ és a
,low bone” csoportok felismerését éppen az expresszios profil tette lehetévé [67]. A
GEP vizsgalat lehetdséget nyujt a nagy rizikdcsoportba tartozd betegek azonositasara.
Az Arkansasi munkacsoport 70 génbdl allo készlet vizsgalatat javasolja, ami 17 génre
redukalhato, a nagy rizikdju betegek identifikaldsara mind diagnoéziskor, mind relapsus
esetén. Az Osszes beteg kb 15 %-a tartozik ebbe a csoportba [68].

A kezelésre adott valasz a legfontosabb tényezdk egyike a tlélés szempontjabol. Egy
21 vizsgéalatot elemz6 meta-analizis szerint az autoldg Gssejtatiiltetésre adott jo valasz a
progressziomentes tilélést (PFS) és a teljes tulélést (OS) is megndvelte [69].

Az eddig felsorolt prognosztikai tényezOket kombindlva tobb kisérlet tortént a MM
stddium meghatarozasara. A Durie-Salmon féle stddium beosztast 1975-ben dolgoztak
ki, matematikai modell alapjan készitették és a tumoros sejttomeg és a paraprotein
mennyiségének Osszefliggésén alapult [51]. Széles korben alkalmaztdk, hatranya

azonban hogy a csonteltérések szamanak megitélése szubjektiv (5. tablazat).
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5. tablazat. Durie-Salmon klinikai stadium beosztas (1975) [51]

Stadium Kritériumok Betegek Talélés
megoszlasa (honapok)

Hgb > 100 g/l
Kalcium < 3,0 mmol/l
M-protein: IgA <30 g/l IgG <50 g/l 1A: 7,5 % IA:.62

I Bence Jones protein <4 g/24 h IB: 0,5 % IB: 22
RTG: ép csontstruktura, vagy csak
szoliter plasmocytoma

Egy, vagy tobb a kovetkezdkbdl:
Hgb 85-100 g/l
Kalcium < 3,0 mmol/l

. o, .
I M-protein: IgA 30-50 g/1 1gG 50-70 g/ IIIIAB Zjo//: ﬁg ;8‘
Bence Jones protein 4-12 g/24 h ’ '
3, vagy kevesebb csontlézio
Egy,vagy tobb a kovetkezokbol:
Hgb <85 g/l
1 Kalcium > 3,0 mmol/l 1IA: 49 % IITA: 45
M-protein: IgA > 50 g/l 1gG > 70 g/l HIB: 17 % IIB: 24

Bence Jones protein > 12 g/24 h
Jelentds csontérintettség

Se kreatinin < 177 umol/l (< 2 mg/dl)

B Se kreatinin > 177 umol/l (> 2 mg/dl)

Ezt a hatranyt késébb a Durie-Salmon-PLUS stddium meghatarozas kiiszobolte ki a
rendszer MRI-vel és/vagy FDG-PET vizsgalattal valo kiegészitésével, azonban ez
utdbbi vizsgalatok nehezebb hozzaférhetdsége és magas koltségei miatt nem terjedt el a
gyakorlatban [70].

A Durie-Salmon klasszifikaciot 2005-ben felvaltotta az 1) nemzetkdzi besorolési
rendszer (International Staging System; ISS), amely két egyszerli, konnyen
reprodukélhaté laboratdriumi paraméter, a béta-2 mikroglobulin és a szérum albumin
mennyiségét veszi figyelembe [59]. Ezt a stddium meghatarozast 11 171 beteg
bevonasaval, 3 kontinensen végzett multicentrikus vizsgélat eredményei alapjan hoztak
létre. Az ISS harom rizikdcsoportot kiilonboztet meg, amelyek alapjan az egyes
csoportok talélése jol kiilonvalik: 62, 44 és 29 honap. A beosztas reprodukalhatd volt
minden korcsoportban, kiillonbozé geografiai populdcid esetében, konvenciondlis

kezelés és autolog Ossejtvédelemben adott nagydozisi kemoterdpia esetén is. Ez a
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stadium beosztas ma a legegyszeriibben alkalmazhat6, legszélesebb korben elterjedt

prognosztikai rendszer (6. tablazat).

6. tablazat. International Staging System (ISS) (2005) [59]

Stadium ISS kritérium Betegek Varhato talélés
megoszlasa (honapok)

B-2 mikroglobulin < 3,5 mg/dl o

! szérum albumin > 3,5 g/dl 28% 62
B-2 mikroglobulin < 3,5 mg/dl és

I szérum albumin < 3,5 g/dl 33 9% 44
vagy
B-2 mikroglobulin 3,5-5,5 mg/dl

1] B-2 mikroglobulin > 5,5 mg/dl 39 % 29

Az ISS azonban nem alkalmas a tumor tomegt6l fiiggetleniil a genetikai eltérés alapjan
nagy rizikocsoportba tartoz6 betegek azonositasara, ezért tobb probalkozas tortént a
citogenetikai eltérésekkel torténd kombinaciora. ISS, t(4:14) ¢és del(17) altal
meghatdrozott 3 rizikocsoport [71], illetve egy masik tanulmdnyban ISS, kedvezdtlen
citogenetika és LDH érték alapjan 4 stadiumot allapitottak meg [72]. A legfrissebb
ajanlas a Nemzetk6zi Myeloma Munkacsoport altal javasolt modositott ISS (Revised
International Staging System, R-ISS), amely az ISS, citogenetikai eltérések ¢s LDH
eredményeit veszi figyelembe. A nemzetkdzi tanulmany 11 cetrumbol 4445 beteg
adatait dolgozza fel, 3 stddiumot hatdroz meg. A vizsgalat eredményei ezenkiviil
igazoltdk az ISS alkalmazhatdsagat az ujabb kezelési modok (immunmodulaléd szerek

[IMID] ¢és proteaszoma gatlok [PI]) esetében is [73] (7. tablazat).
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7. tablazat. ISS (2005) és R-ISS (2015) kritériumrendszer [73]

ISS R-ISS
Stadium  Kritérium 5 éves PFS Stadium  Kritérium 5 éves PFS
és OS (%) és OS (%)
B2M < 3,5 mg/d] ISS 1
I és 49 577 FISH standard riziké 55 65 82
albumin > 3,5 g/dl I LDH normalis

B2M < 3,5 mg/dl és

11 albumin < 3,5 g/dl 36 és 62 I Sem I sem III 36 és 62
vagy
B2M 3,5-5,5 mg/dl
ISS III és
FISH nagy riziko
Il pomss5med 30 és 47 m 24 é5 40
LDH emelkedett

B2M: béta-2 mikroglobulin; FISH: fluoreszcens in situ hibridizacio; ISS: International Staging System;
LDH: laktat dehidrogenaz; PFS: progresszidomentes tilélés; OS: teljes talélés

2.2.6. Kezelés

Korabban a myeloma terapidjat a myelotoxikus kemoterapids szerek jelentették, ezek
kozott elsésorban az alkildlo szerek, antraciklinek és a glukokortikoidok szerepeltek. A
melphalant 1958 6ta alkalmaztdk és prednizolonnal kombinélva évtizedeken keresztiil a
kezelés ,,arany standardjat” jelentette [74]. Az 1970-es évektdl kezdve kdzel 30 éven
keresztiil tobbféle kemoterapids kombinacids sémat probaltak az eredmények javitasa
érdekében. A kezelésre adott valaszarany javult ugyan, de az atlagos tulélés a 90-es
évek kozepéig valtozatlanul 3 év volt [75]. Komoly elérelépést a tilélésben az autolog
hemopoetikus dssejtatiiltetés (ASCT) védelmében alkalmazott nagydézisu kemoterapia
bevezetése jelentett [76]. Jelenleg ez valt a myeloma standard kezelésévé, az ujonnan
hatdrozza meg. A bioldgiai korukat tekintve 70 évesnél fiatalabb, jo altalanos allapott
betegeket, a tarsbetegségeket is figyelembe véve, altaldban nagydozisi kemoterapiaban
¢s autolog Ossejtatiiltetésben kell részesiteni. Bar a tulélést a korabbi standard doézist
kezelésekhez képest meghosszabbitja, magat a myelomat ez a kezelési forma sem tudja
véglegesen meggyogyitani, ezért a betegség kitjuldsara gyakorlatilag minden esetben
szamitani kell. Kurativ kezelési modot csak az igen kevés esetben alkalmazhat6 és nagy

transzplantaciés mortalitassal jard allogén Ossejtatiiltetés egyes esetei jelentenek,
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azonban relapszus itt is el6fordulhat. A betegek 5-10 %-a alkalmas allogén
transzplantaciora figyelembe véve a HLA-identikus donorok elérhetéségét, a betegek
¢letkorat és a tarsbetegségeket [77].

Az elmult 15 év dramai valtozast hozott a myeloma kezelésében. Tobb, merdben 1j
hatdsmechanizmusu, mind a myelomdas tumorsejtet, valamint annak csontveldi
mikrokdrnyezettel vald kapcsolatat célba vevd, nem myelotoxikus szerrel boviilt a
terapias lehetdség. Mérfoldkonek szamitott az 1999-ben bevezetett thalidomid [78], egy
korabban nyugtatoként alkalmazott, de teratogenitdsa miatt a forgalombol kivont
készitmény, amelyrdl bebizonyosodott, hogy apoptdzist eldsegitd, angiogenezist gatlo, a
T és NK (natural killer) sejtek miikodését befolyasolva immunmoduldld és direkt
myelomaellenes tulajdonsagokkal rendelkezik [79, 80]. A kedvez6 terapids eredmények
hatdsara rovid idon beliil Gjabb thalidomid-analogok (lenalidomid, pomalidomid,
Osszefoglald neviikkon az immunmoduldlé hatdsukra utalva IMID-ek) keriiltek
kifejlesztésre, amelyek még hatékonyabb és jobb mellékhatas profillal rendelkezd
készitményeknek bizonyultak [81-84].

A proteaszoma gatlok (PI) a hatdsmechanizmust €s rezisztencia viszonyokat tekintve
egy masik, teljesen Uj vegyiiletcsoportot reprezentdlnak. A bortezomib, az elsé
reverzibilis proteaszoma gatld készitmény 2003-ban a kertilt klinikai alkalmazésra [85-
88].

Az immunmoduldnsokat és a proteaszoma gatlokat ,,j szerek” néven emliti a
szakirodalom. Jelentds részben kivaltottak a korabbi évekre jellemzd myelotoxikus,
kemoterapia-alapti kezelést, amelynek révén a kezelések toxicitdsa szamottevden
csokkent.

A varhat6 talélés az autolog dssejtatiiltetés védelemben végzett nagyddzisu kemoterapia
¢s az 1Uj, immunmoduldld és proteaszoma gatld készitmények alkalmazasa
eredményeképpen lényeges javulast mutatott. A Mayo Klinika tanulmanyaban 2981
beteg adatait dsszehasonlitva az 1976 és 2006 kozotti idészakban, az utolsé 10 évben
diagnosztizalt betegek atlagos tulélése 50 %-kal javult a kordbbi idészakhoz képest
(44,8 honap vs 29,9 honap) [89]. Az eldbbi vizsgalat folytatasaként, ugyancsak a Mayo
Klinika beteganyagat attekintve, két tovabbi iddperiddusban 2001-2005 és 2006-2010
kozott diagnosztizalt 1038 beteg esetében vizsgaltak a tulélést, amelynek atlaga az elsd

csoportban 4,6 a késébbiben 6,1 év volt. Ez megerdsiti a tulélés tovabbi, folyamatos
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javuldsanak tényét, ami dontden az Uj szerek alkalmazasanak a jelentdségét bizonyitja

[90].

2.2.7. Myeloma és genetika kapcsolata

Szamos epidemiologiai adat - a betegség csaladi halmozodasa, a jellemzd etnikai
kiilonbség az eléfordulasban - utal arra, hogy genetikai tényezdk szerepet jatszanak a
myeloma kialakuldsédban [91-96].

Az elmult évtizedben a teljes génallomanyt feltérképezd génasszociacios vizsgalatok
(genom-wide association study [GWAS]) eredményei kozvetlen bizonyitékokkal
szolgaltak a myelomaval kapcsolatos genetikai hajlam demonstralasara. Myeloméban
kozel 13 % -ért felelések [97]. Broderick €s mtsai 2012-ben a myelomara vonatkozo
elso teljes genom asszocidcios vizsgalatban német €s angol betegek adatbazisanak meta-
analizise sordn 1675 beteg és 5903 kontroll személy mintajat vizsgalva 3 1okuszt
azonositottak a 3p22.1, 7p15.3 és 2p23.3 helyeken, amelyekhez tartozé poimorfizmusok
szignifikansan gyakrabban fordultak el a myelomas csoportban [98]. Ezt az eredményt
a 3p22.1-es lokuszon Greenberg munkacsoportja is megerdsitette [99]. A késObbiekben
Chubb és mtsai tanulményaban 4692 myelomds és 10990 kontroll személy genetikai
mint4jat osszehasonlitva a 3q26.2, 6p21.33, 17p11.2 és 22ql3.1 16kuszokon talalhato
genetikai varidcok bizonyultak szignifikdnsan gyakoribbnak a myelomas esetekben, igy

ezek az adatok tovabbi bizonyitékul szolgéltak a genetikai hajlam igazolasara [100].

2.3. A multifaktorialis betegségek genetikai hatterének vizsgalati

modszerei

A daganatos betegségek a poligénes, multifaktoridlis betegségek kozé tartoznak. A
koéros folyamat tobb gén és tobb kdrnyezeti tényezd egymasra hatasanak kovetkeztében
alakul ki. A genetikai hattér tisztazésa asszociacios vizsgalatokkal lehetséges. Ilyenkor
bizonyos genetikai markerek genotipizalasaval, majd statisztikai modszerekkel az adott
marker adott betegséghez — fenotipushoz - kapcsolodo esélyét vizsgaljak. Ha egy

marker asszocidl egy fenotipussal, az azt jelenti, hogy az adott allél (marker)
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szignifikdnsan gyakrabban fordul elé az adott fenotipussal egyiitt, mint a kontroll
populdcidban. Genetikai markerként minden olyan genetikai varidcid hasznalhato,
amellyel jellemezni lehet egy lokuszt, és alkalmas arra, hogy két homolog
az egy nukleotidot érintd polimorfizmus (SNP). Az asszocidcios vizsgalatokban

leggyakrabban ezt a markert hasznaljak.

2.3.1. Egypontu nukleotid polimorfizmus (SNP)

SNP-nek (single nucleotide polymorphism) azaz egypontt nukleotid poimorfizmusnak
nevezziikk a DNS szekvencidban bekovetkezd, egyetlen nukleotidot érintd valtozast,
amennyiben a populdciéban valo el6forduldsa eléri az 1% gyakorisagot. A human
genomban 300-1000 bazisparonként talalhat6 egy SNP, becsiilt szamuk kozel 30 millio,
2010-ben az azonositott SNP-k szama megkozelitette a 20 milliot. Az SNP-k leirasat

nyilvanos adatbazisok tartalmazzak: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp . A legtobb SNP
nem befolyésolja a fenotipust, mivel vagy nem-kdodold szakaszon helyezkedik el, vagy
azonos aminosavat kodold, ugynevezett szinonim SNP. Azonban a funkcionalis
jelentdségli polimorfizmusok, amelyek a fehérje funkcidjanak, vagy mennyiségének
valtozasat eredményezik, hajlamosithatnak betegségekre, vagy befolyasolhatjadk a
koérlefolyast. Az SNP-k genetikailag stabil markerek, emiatt bioldgiai markerként jol
hasznalhatok a genetikai vizsgalatokban.

A genetikai markerek alkalmazasa sordn ismerni kell a  kapcsoltsagi
kiegyensulyozatlansag, linkage disequilibrium (LD) fogalmat. Ha két allél (marker)
egymastol fliggetlentil 6roklodik, akkor a populacios eloszlasuk egymashoz képest
véletlenszerli, azaz koztik egyensuly van. Amennyiben két, vagy tobb, altalaban
egymas kozelében elhelyezkedd genetikai varians generaciokon keresztiil kapcsoltan
oroklodik, ez a véletlenszerli eloszlds megsziinik, és az allélok kozott az ugynevezett
kapcsoltsagi  kiegyensulyozatlansdg jelensége 1ép fel. Az egy kromoszoman
elhelyezkedd, genetikailag kapcsolt o6roklodést mutatdé SNP készletet haplotipusnak
nevezzik. A kiilonb6zé populdciokban eltéré haplotipusokat és hapoltipus
frekvencidkat lehet taldlni. Ezen erésen konzervalt blokkok elterjedése és fennmaradasa

feltehetden evoluciés elénnyel jart az adott populacidban. A haplotipusok
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feltérképezésére indult el 2002-ben a HapMap project. Jelenleg a haplotipus térképeket
szintén  katalogizaltdk  és  nyilvdnosan  hozzaférhetévé  tettek  [101].

http://hapmap.ncbi.nlm.nih.gov

2.3.2. Genetikai variaciok kimutatasa

A genetikai varidnsok betegségben jatszott szerepének megitélésére kétfajta
megkozelités ismert: a kapcsoltsagi analizis és az asszocidcios vizsgalatok. A
kapcsoltsagi analizis a betegségek és a genetikai varidnsok megjelenését koveti nyomon
asszociacios vizsgalatok a genetikus valtozo és a betegség kozotti kapcsolat fennallasat

nagy populacidokban tanulmanyozzak.

Kandidans gén asszociacios vizsgalat

Az asszocidcios vizsgalatok soran kétféle moddszertani megkdzelités lehetséges: a
hipotézis altal irdnyitott és a hipotézismentes. Az eldbbire példa a jelolt gén
asszociacios vizsgalat, amikor olyan kandidans géneket valasztunk ki, amelyek az adott
betegségre jellemzd bioldgiai folyamatban nagy valdszinliséggel részt vesznek. Ehhez
ismerni kell a betegség patomechanizmusat. A masik modszer példaja a teljes

genomszures.

Teljes genom asszocidacios vizsgalat (GWAS)

A molekuléris biologiai technika fejlédésével a SNP-k kimutatdsa automatizalhatova
valt, egyetlen chippel tobb szazezer SNP-t lehet kimutatni. Ebben az esetben nincs
semmiféle eldzetes elméleti megfontolas a vizsgalanddé SNP-k kivalasztasaban, és nem
szlikséges ismerni a vizsgalandd betegség pontos patomechanizmusat. A teljes genom
asszociacios vizsgalat, genome wide association study (GWAS) a human genom
¢s kontroll populaciot genotipizalnak keresve, hogy melyik marker gyakorisaga

kiilonbozik a két populacio kozott. Ha a kiilonbség statisztikailag szignifikans, akkor
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kapcsolodas allapithatdo meg a kérdéses marker és a vizsgalt jelleg, betegség kozott. Az
elmult évek sordn a GWAS vizsgalatok oriasi lehetdséget nyujtottak a multifaktorialis
megismerésére. Mivel a vizsgélat hipotézismentes, ezért a patogenezisben szerepld
lehetséges 1 utakra iranyithatja a figyelmet, amelyek egyben uj terapids célpontokat is

jelenthetnek.

2.4. TNF-a

A tumor nekrozis faktor-alfa (TNF-a) a TNF szupercsaladba tartozé cytokin, amley
pro-inflammatorikus hatdsa révén az immunregulécios és gyulladasos folyamatok egyik
legfontosabb mediatora, de kiemelkedden fontos szerepe van az apoptdzisban, tovabba
a sejtproliferacioban, a morfogenetikai valtozdsokban, valamint a differencialédasi
folyamatokban is. A TNF-o-t dontden makrofagok termelik, de a cytokin
produkcidjaban részt vesznek aktivalt T sejtek, masztocitdk, NK sejtek, endothel sejtek,

adipocitak, asztrocitak, gliasejtek, oszteoblasztok és tumorsejtek is. [102].

2.4.1. A TNF szupercsalad

A TNF szupercsaladba 19 ligand és 29 receptor tartozik. Tobb ligand egynél tobb
receptoron is hat, ugyanakkor a sejtfelszini receptorok tobb ligandot is kdthetnek. A
TNF-a és a limfotoxin-alfa (LT-o vagy LTA) azonos cytokin csaladba tartoznak,
szerkezetbeli és funkcionalis homologidt mutatnak. Mindketten hasonlé affinitassal
ugyanahhoz a receptorhoz kapcsolédnak [103]. Minden ligand kivétel nélkiil pro-
inflammatorikus hatadsu, de tobb csaladtag a sejtproliferacidban, apoptozisban,
sejtdifferencidlodasban is részt vesz, akar egyszerre tobb folyamatban is, mint példaul a

TNF-a esetében is lathato.

2.4.2. TNF-a altal kivaltott jelutak

A TNF-a kotédésekor a tumor nekrézis faktor receptor-1 (TNFR1) szerkezete
megvaltozik, képes kotni a TNFR- associated death domain (TRADD) fehérjét, igy
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lehetévé valik tobb adapter molekula kotddése, amelyek segitségével kiillonbozo
jelatviteli folyamatok: az apoptozis, a nuklearis faktor-xB (NF-«B), az extracellular
signal-regulated kinase (ERK), p38 mitogen-activated protein kinase (p38MAPK) ¢és c-
Jun N-terminal kinase (JNK) jelutak aktivalasa valosulhat meg [104]. Az NFxB
transzkripcids faktor aktivaldsa szamos, a sejttulélésben, proliferacidoban, gyulladasos és
antiapoptotikus folyamatban szerepld fehérje atirasat eredményezi. Lathatd, hogy a
TNF-a-nak kulcsszerepe van az apoptozisban és ugyanakkor a sejt tulélésében is. A

kiilonboz6 jelutak kozotti interakeid szabja meg a TNF-a valasz jellegét [105] (1. dbra).
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1. abra. A TNF-a altal kivaltott jelutak [105]

APAF-1: apoptosis protein activating factor 1; Bcl-2: B-cell lymphoma 2; CAD: caspase-activated
DNAse; cIAP: cytoplasmic inhibitor of apoptosis; cFos/cJun: transzkripciés faktorok; DD: death domain;
FADD: Fas-associated DD; HSP90: heat shock protein 90; I-CAD:inhibitor of CAD; IxB: inhibitor of
NF-xB; IKKo/B: IkB kinase; JNK: cJun n-terminal kinase; MEKKI1: mitogen-activated protein
kinase/extracellular signal-related kinase kinase 1; MKK3/7: MAPK kinase 3/7; NEMO: NF-«B essential
modulator; NF-kB: nuclear factor kappa B; NIK: NF-kB inducing kinase; p38MAPK: p38 mitogen-
activated protein kinase; RIP: receptor interacting protein; SODD: silencer of DD; sTNFR-1: soluble
TNFR-1; TNF-a: tumor necrosis factor alpha; TNFR-1: TNF receptor 1; TRADD: TNF receptor-
associated DD; TRAF-2: TNF receptor-associated factor-2
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2.4.3. A TNF-a gén
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2. abra. A TNF génklaszter az MHC III région beliil, amely a L7T-a, TNF-a és LT-f3
géneket tartalmazza. A mikroszatellita variansok (kor) és az ismert SNP-k (szogletes

kerettel) elhelyezkedése [106]

A TNF-a fehérjét kodolo TNF gén a 6-os kromoszoma rovid karjan, a 6p21.33
szakaszon, a fo hisztokompatibilitdsi komplex (MHC) III régioban helyezkedik el,
amely génszakaszra nagyfoku polimorfizmus jellemzé (2. dbra). Ezen a teriileten az
immunvalasz szabalyozasaban fontos cytokinek és plazmafehérjék kodoltak. A TNF-o-t
kédolo génnek tobb DNS szintli polimorfizmusa ismert: 6 mikroszatellita varians és a
promoter région beliil tobb SNP [106]. A TNF-a és LT-a (LTA) gének egymas mellett
helyezkednek el és varians alléljaik jellemzden kapcsoltan 6roklédnek kézos haplotipust
alkotva. A LT-a a TNF-a-hoz hasonldan proinflammatorikus cytokin, és IL-6 termelést
indukal. A LTA génen beliil is tobb polimorfizmus ismert, ezek kozil az elsd intron
+252 pozicidban 1évé A>G baziscserének bizonyitott a funkcionalis jelentdsége [107,
108].

Az MHC régiora jellemzd a nagyfoku linkage disequilibrium (LD), kapcsoltsagi
egyensulytalansag, ami  altal  akdr  megabazisnyi (Mb)  hosszusagu
kromoszémaszakaszok 6roklddhetnek generdciokon at szinte valtozatlan formédban. Az
egyetlen Ostdl szdrmazo, az emberi evolicid korai idOszakdban kialakult, és azota

csupan minimalis modosuldson atesett hosszit DNS szekvencidkat Osi haplotipusnak
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(ancestral haplotype [AH]), vagy konzervalt kiterjesztett haplotipusnak (conserved
extended haplotype [CEH]) nevezik [109]. Az egyik ilyen haplotipus az AHS&.1
kiterjesztett dsi haplotipus, amely a kaukazusi populacioban igen elterjedt (kdzel 10%).

A TNF -308A és a LTA 252G varians allélok ennek az dsi haplotipusnak a részei.

2.4.4. A genetikai polimorfizmus és a TNF-a szint dsszefiiggése

A TNF gén transzkripcidjanak szabalyozasa alapvetden fontos a termelddd TNF fehérje
mennyisége szempontjabol. A promoéter région Dbeliili genetikai  variadciok
befolydsolhatjak a TNF atirddasat, génexpresszidjat, ezaltal szerepet jatszhatnak
bizonyos betegségekben eldforduld emelkedett TNF szint 1étrejottében.

G/A polimorfizmusa az asszocidcids vizsgalatok altal egyik legtobbet hasznalt SNP
[110]. In vitro vizsgélatok igazoltdk, hogy a -308A (mas elnevezésben TNF2) varidns
allélt hordozd sejtek TNF-o termelése kifejezettebb a TNF -308G allélt (TNF1)
hordoz6 sejtekénél [111]. A populécidban ritkdbban eléforduld varians, a -308A
(TNF2) allél, tobbszordsen erdsebb transzkripcids aktivator, mint a gyakori -308G
(TNF1) allél [112]. A baziscsere kovetkeztében a DNS konformacié véaltozas
eredményeképpen a kiilonbozé nuklearis faktorok kotddése, affinitasa modosul [113,
114]. A -308A (TNF2) varians allél in vivo jelentdségét igazoljak azok a kozlemények,
amelyek szerint egyes fert6zd, gyulladdsos betegségek lefolydsa sulyosabb, és egyes
autoimmun, illetve daganatos betegségek eléforduldsa gyakoribb a ritka allélt hordozok
esetében [115-117]. A ritkdbban eléforduld -308A (TNF2) allélrol igazolddott, hogy
egy kiterjesztett HLA-A1-B8-DR3-DQ2 MHC haplotipus része, amely autoimmun
betegségek gyakoribb eldfordulasaval és fokozott TNF-a termeléssel jar egyiitt [118]. A
promoter régié masik gyakran vizsgalt polimorfizmusa a -238-as pozicioban megfigyelt
G/A polimorfizmus, amely szintén funkciondlis jelentdségii, azaz fokozott TNF cytokin

termeléssel jar [119].
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2.4.5. TNF-a szerepe MDS-ben

A myelodysplasiara jellemzé a periféridn megjelend pancytopenia szemben a
csontveldben észlelt normo-, vagy hypercellularitassal. Az ineffektiv hemopoézis,
periférids pancytopenia hatterében az apoptoézisnak dontd szerepe van [120].
Abnormalis cytokin produkcid, autoreaktiv T lymphocytdk és a progenitor sejtek és
csontveldi mikrokdrnyezet kdzotti megvaltozott interakcié mind eld tud idézni fokozott
apoptodzist. A hemopoetikus sejtek tulélését a novekedési faktorok és a
myeloszuppressziv cytokinek fimon egyensulya szabéalyozza. A TNF-o-rdl ismeretes,
hogy a hemopoezis potencidlis inhibitora, myeloszuppressziv cytokin, apoptdzist
indukal [121]. A TNF-nek az apoptozisban betoltott kulcsszerepe révén feltételezhetd
volt, hogy az MDS patogenezisében is fontos szerepe lehet. Tobb tanulmany
bizonyitotta, hogy MDS betegek csontveldi mononukledris sejtjeiben emelkedett a
TNF-a mRNS és fehérje szintje az egészséges kontrollokhoz képest [122, 123].
Emelkedett szérum TNF-a szintet taladltak MDS betegek vérben, amelynek a mértéke
korrelalt az anaemia fokaval [124], valamint a rHuEPO-ra adott kedvezdtlen vélasszal
[125, 126]. Gersuk és mtsai 44 MDS beteg csontveldi mintdjat vizsgalva igazoltak,
hogy a TNF-a, Fas és FasL szintek lényegesen emelkedettebbek MDS-ben az
egészséges csontveldi mintdhoz képest, tovabbd az értékek magasabbak voltak a
refrakter anaemia (RA) csoportban a refrakter anaemia excessziv blastarannyal (RAEB)
csoporthoz képest. Ugyanez a vizsgalat kimutatta, hogy Fas és TNF-a ellenes antitest

kezelés jelentdsen noveli a hemopoetikus kolonidk szamat az MDS betegek csontveldi

kultarajaban [127].

2.4.6. TNF-a szerepe MM-ben

A TNF-a-t els6sorban a csontveldi stromasejtek ¢és a tumoros csontveldi
mikrokdrnyezeten beliil a makrofagok (tumor-asszocialt makrofag [TAM]) termelik

nagy mennyiségben, de maguk a myelomasejtek is expresszaljak. Eldsegiti a myelomas

rrrrrrrr
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adhézios molekuldk expressziojat fokozza, ennek eredményeként a MM sejtek
csontveldi stromasejtekhez torténd adhézidja az NFkB jelut aktivaldsan keresztiil IL-6
termelést valt ki [131]. A keringd TNF-a szint aranyos a csontveldi plazmasejtszam,
LDH, és béta-2 mikroglobulin alapjan a myelomas tumor tomeggel, tovabba a betegség

stadiuméaval val6 korrelacid alapjan a betegség agresszivitasaval is [132].
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3. CELKITUZESEK

3.1. Myelodysplasiaban végzett vizsgalatok

A fenti irodalmi el6zmények alapjan a myelodysplasia genetikai hatterét kivantuk
vizsgalni kandidans gén kivélasztdsdval. A TNF-o kdzponti szerepét ismerve a
myelodysplasidban megfigyelhetd fokozott apoptozisban és kovetkezményes ineffektiv
hemopoesisben feltételeztiik, hogy az emelkedett cytokin termeléssel jard genotipusok
gyakrabban fordulnak eld6 MDS-ben, és ezaltal szerepet jatszhatnak a betegség

kialakuldsdban. Ennek ismeretében a kovetkezd kérdést fogalmaztuk meg:

* Van-e kiilonbség a TNF-a -238-as ¢és -308-as genotipusok eléfordulasi
gyakorisagaban myelodysplasids betegek ¢és egészséges kontroll személyek

esetében?

3.2. Myeloma multiplexben végzett vizsgalatok

A myeloma multiplex genetikai hatterét vizsgalva eldszor itt is a betegség
patogenezisében szerepet jatszo kandidans gén megkozelitést alkalmaztuk. Az irodalmi
szerepet jatsz6 cytokin és hasonld hatasokkal rendelkezik a LT-a is. Hipotézisiink az
volt, hogy a fokozott cytokin termeléssel jaré génvariansok eldsegithetik a myeloma
ugy, hogy a kornyezd sejtekben aktivalnak olyan utakat, amelyek elésegitik a myeloma
szdmara kedvezd mikrokornyezet 1étrejottét.

A TNF-o gén ¢s a vele tandem elhelyezkedd a LT-a gén bizonyitottan funkcionalis
jelentdséggel bird varians alléljeik jellemzden kapcsoltan 6roklédnek kdzos haplotipust
alkotva. A legaldbb két ritka allél hordozasat emelkedett cytokin termeléssel jard
haplotipusnak nevezi az irodalom [133]. A TNF -308A és a LTA +252G varians allélok
az ugynevezett AHS8.1 kiterjesztett 6si haplotipusnak is részei, amelynek az egyik

legjellemzdbb tulajdonséga a fokozott spontan TNF-a termelddés [134].
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A kovetkezOkben azt kivantuk vizsgélni, hogy az emelkedett TNF-a szinttel jaro
polimorfizmusok dnmagukban kiilén, vagy haplotipusban gyakrabban fordulnak-e el
MM-ben a kontroll populaciohoz képest és ezéltal szerepet jatszhatnak-e az MM
patogenezisében? Az irodalmat attekintve az AHS8.1 0si haplotipus hordozas
gyakorisagat MM-ben eddig nem vizsgaltak. Az AH8.1 haplotipust a TNF -308G>A,
LTA +252A>G, HSP70-2 +1267A>G, RAGE -429T>C polimorfizmusok egyiittes

jelenléte alapjan allapitottuk meg. Ennek megfelelden a kdvetkezoket vizsgaltuk:

* TNF -308G>A, LTA +252A>G, HSP70-2 +1267A>G, RAGE -429T>C varians
allélok eldfordulasi gyakorisaga MM betegek és életkorban illesztett kontroll
személyek esetében

* TNF-308A-LTA252G emelkedett cytokin termeléssel jard haplotipus eléfordulési
gyakorisaga MM betegek ¢és életkorban illesztett kontroll személyek esetében

* 8.1 6si haplotipus el6fordulési gyakorisiga MM betegek és életkorban illesztett

kontroll személyek esetében

A myelomdra vonatkoz6 elsd teljes genom asszocidcios vizsgalat 3 polimorfizmust
jelolt meg az MM kialakuldsara hajlamositd tényezoként. Egy 2011-ben megalakult
nemzetkozi egyiittmitkodéshez csatlakoztunk sajat beteganyagunkkal, hogy ezatal 1000
fonél nagyobb szamu, az eredeti vizsgalattol fiiggetlen populacion validaljuk az emlitett

teljes genom asszociacids vizsgalat eredményét. A kovetkezdkre kerestiink valaszt:

* A 7Tpl53 (rs4487645), 3p22.1 (rs1052501) és 2p23.3 (rs746082) lokuszok
polimorfizmusa genotipus megoszlas ¢és allélfrekvencia szerint mutat-e kiilonbséget

MM betegek ¢€s a kontroll populacié kdzott?

A myeloma esetében a prognézis becslésére alkalmas egyszerli, konnyen elérhetd és
reprodukdlhatd laboratériumi paraméterekbdl alkotott, korabban mar publikalt [141]
pontrendszer alkalmazhatosagat kivantuk vizsgdlni 0j tipusu, nem myelotoxikus

kezelésben részestilt MM betegek esetében. Kérdésiink a kovetkez6 volt:
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A diagnoziskor meghatarozott albumin (A) / monoklondlis fehérje (M) arédny,
valamint az el6bbi két paraméter ¢és az induld fehérvérsejtszam (WBC)
felhaszndlasadval kialakitott AMWBC pontrendszer alkalmas-e a talélés

elérejelzésére ujonnan diagnosztizalt MM betegek esetében bortezomib, illetve

IMID bazisu kezelés alkalmazasa esetén?
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4. MODSZEREK

4.1. Myelodysplasiaban végzett vizsgalatok

4.1.1. TNF-a -238G>A (rs361525) és -308G>A (rs1800629) pozicidju

polimorfizmusok meghatdarozdasa MDS-ben és kontroll csoportban

4.1.1.1. Betegek és kontroll csoport

A vizsgalatban 69, a Semmelweis Egyetem IlII. sz. Belgydgyaszati Klinik4jan 2005 el6tt
diagnosztizalt és gondozott MDS beteg (26 férfi, 43 nd) és 125 egészséges kontroll
személy (38 férfi, 87 nd) adatait elemeztiik. Az MDS betegek atlagéletkora 69 év volt, a
kontroll csoporté 44.7 = 1.8 év. A kontroll csoportba egészséges, nem rokon, a
kaukazusi rasszhoz tartoz6, foglalkozds egészségiigyi sziirdvizsgalaton résztvevo
személyek keriiltek. A kontroll populacid genotipus eloszlasa nem tért el a Hardy-
Weinberg egyensulytol. Minden résztvevd felvilagositast kovetden beleegyezését adta a
vizsgalatban vald kozremiikddéséhez. Munkank a Nemzeti Kutatisetikai Bizottsag
engedélyével tortént (ETT-TUKEB: 441/K0/2004. 12236-45/2004-1018EKU). Az
MDS betegek adatait a 8. tablazat tartalmazza.
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8. tablazat. MDS betegek klinikai jellemz6i (n=69)

NEM n (%)
Férfi 26 (38%)
N6 43 (62%)

ELETKOR A DIAGNOZISKOR
Atlagéletkor 69 év (39-88 év)
WHO/FAB KLASSZIFIKACIO

RA 27 (39%)
RARS 19 (29%)
RAEB 3 (4%)
RAEB-t 14 (20%)
Hipoplasztikus 3 (4%)
MDS/MPS 3 (4%)
IPSS
Sikeres citogenetika csontvel6ébdl 32/69
Alacsony 6 (19%)
Intermedier-1 17 (53%)
Intermedier-2 4 (12.5%)
Magas 5(15.5%)

4.1.1.2. Mintavétel és DNS izolalas

Minden résztvevotdl 3 ml periférias vérmintdt vettiink rutin vérvételi koriilmények
kozott, etilén-diamin-tetra-acetat (EDTA) antikoagulanst tartalmazé egyszer hasznalatos
vérvételi csObe. A mintakat a genotipus meghatarozasig -20 Celsius (°C) fokon taroltuk.
A genomialis DNS mintat a periférias vér mononuklearis sejtjeibdl nyertiik, a Miller-
féle egyszerli kis6zasos technika szerint eljarva [135]. Az eljards sordn a
fehérvérsejteket EDTA-val alvadasgatolt vérbdl szeparaltuk hipotonids oldattal torténd
mosas ¢€s centrifugalas soran a kovetkez6 modon: a standard 2 milliliteres (ml-es) csdbe
1 ml vorosvértest lizis puffert (a Semmelweis Egyetem III. sz. Belgydgyaszati Klinika
Kutatolaboratoriuma altal készitett puffer, dsszetevok: Sigma-Aldrich gyartmanyutak,
Osszetétele 54,8 g szachar6z, 5 ml Triton, 2,5 ml 1 M MgCl, x 6 H,O, 6 ml 1 M Tris-
HCI pH 7,5 desztillalt vizzel 500 ml-re feltoltve) mértiink. Erre kb. 0,5 ml-t 6ntottiink a
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vérmintabol, ezeket 30 masodpercen (mp-en) keresztiil dvatosan Osszeforgattuk. Ezutan
13 000 rpm (revolutions per minute, egy percre esd fordulatok szama) sebességgel 2
percen keresztiil centrifugéltuk. Ezaltal a fehérvérsejtek a cs6 aljan pellet forméjaban, a
vorosvértestek fragmentumai a feliiluszoban voltak taldlhatok. A feliiluszo ledntését
kovetden a fehérvérsejteket a még oldatban maradt vordsvértest fragmentumoktol
tovabb tisztitottuk, a pelletre 1 ml desztillalt vizet mértiink, majd ismét 2 percen
keresztiil centrifugaltuk 13 000 rpm sebességgel. A fehérvérsejtek bioldgiai membranjat
proteindz K ¢és detergens segitségével bontottuk, a feliiluszot pipettaval leszivtuk, majd
a pelletre 80 pl proteindz K puffert (a Semmelweis Egyetem III. sz. Belgyogyaszati
Klinika Kutatolaboratoriuma altal készitett puffer, Osszetevok: Sigma-Aldrich
gyartmanyuak, osszetétele 750 ul 5 M NaCl, 2,4 ml 0,5 M EDTA, 6,85 ml desztillalt
mértiink. A mintdkhoz ezutan 20 pl, 20 %-os SDS-t (natrium-dodecil-szulfat), és 240 pl
desztillalt vizet mértiink, majd 30 percen keresztiil 55-56 °C fokon emésztettiik
vizfirdében. A fehérvérsejtek lizalasat és fehérjeemésztését kovetden a mintak
fehérjementesitése kovetkezett a fehérjéket precipitalod telitett NaCl oldattal: hiitést
kovetden (kb. 10 perc elteltével) az elegyhez 250 pl 5-6 M natrium-klorid oldatot
adtunk, 15 mp-ig erésen raztuk. Ezutdn ismét centrifugdlds kovetkezett 7 percen
keresztiil, 13 000 rpm sebességgel. A kicsapdodott fehérjék a csé aljan a centrifugalast
kovetden tiledékként dsszegytilve, a DNS molekulak a feliilluszoban voltak talalhatok. A
feliiluszot 1,5 ml- es csovekbe ontottiik at. Ezt ismét 3 percen keresztiil 13 000 rpm
sebességgel centrifugaltuk, ismét 1,5 ml-es csdvekbe Ontottiik at a feliiluszot, amire 1,5
ml izopropil-alkohol (CsHgO, i-propanol) pipettaztunk. A csdveket kezdetben lassan,
késébb erdsebben forgatva a DNS kicsapddasat idéztiik eld, majd ismét 2 percen
keresztiil 13 000 rpm sebességgel centrifugaltuk, majd a feliiluszot dvatosan leszivtuk.

A kapott DNS mintara 70%-os etanolt mértiink, 6sszerdzas utan Gjra 2 percen keresztiil
centrifugaltuk 13 000 rpm sebességgel. Az etanolt ekkor leszivtuk, a DNS mintat 23 °C
fokon, 20 percen keresztiil vakuumcentrifugaban széritottuk. Ezt kovetéen a DNS
mintat 75 pl desztillalt vizben feloldottuk, 24 o6ran keresztiil 4 °C fokon tartottuk.

Tovabbi vizsgaltok elvégzése el6tt fél oran keresztiil 37 °C fokon allni hagytuk.
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4.1.1.3. Genotipus meghatdrozas

A genotipus meghatarozasok a Semmelweis Egyetem III. sz. Belgyogyaszati Klinika
Kutatolaboratoriumaban torténtek.

A TNF-a fehérjét kodoldé TNF gén -238G>A (1s361525) és -308G>A (rs1800629)
mtsai altal leirt primereket hasznalva [136].

Elészor felsokszoroztuk a vizsgéalni kivant DNS szakaszt. A polimerdz lancreakciokat
az AB GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems, Foster City, California,
USA) PCR késziilékben végeztiik el. Az amplifikaciot 50 ul végtérfogatban hajtottuk
végre a megfeleld primerek segitségével, harom primert alkalmazva egy
reakcidelegyben. Al=5" ATC TGG AGG AAG CGG TAG TG 3°, M1=5" AAT AGG
TTT TGA GGG CCA TG 3’, M2: 5 AGA AGA CCC CCC TCG GAA CC 3’. Az Al
¢s M1 a 308, mig az Al és M2 a —-238 polimorfizmusnak megfeleld szakaszt
sokszorozza meg. A PCR reakci6 fazisai: I. denaturacio 94°C-on 15 perc; II: 35 ciklus:
1. denaturacié 95°C-on 10 masodperc, 2. primer bekotédés 57°C-on 30 masodperc, 3.
lanchosszabbitas 72°C-on 30 masodperc; I1I: végsd lanchosszabbitas 1 ciklus 72°C-on 5
perc.

A PCR termékeket ezt kdvetden restrikcids enzimekkel inkubaltuk 37 °C —on. Ncol
kimutatasara.

A hasitési termékeket hagyomanyos gélelektroforézis segitségével 1x TBE pufferben
(0.09M Tris, 0.09M borsav, 0.002M EDTA, pH=8.0) valasztottuk szét, amelyhez 1
pug/ml  ethidium-bromidot tartalmazo, megfeleld tomegszazaléka agardz gélt
hasznaltunk. A DNS-EtBr fragmentumokat UV-fénnyel megvilagitva, Syngene
Chemigenious2 (Cambridge, UK) géldokumentacios rendszerben detektaltuk (3. abra).
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3. abra. TNF-a genotipizalds eredményei a -238-as (felsé sor) és a -308-as (alsé sor)
pozicidkban. A bal oldalon emésztetlen PCR termék (,,PCR”) mintazata lathatd. A jobb
oldalon a fragmentek bézisparban kifejezett mérete lathaté. A megfeleld allélok
genotipusai a bazisok betiijelével jelolve

A: adenin; G: guanin

4.1.1.4. Statisztikai analizis

A kategorikus adatokat abszolit szdmokban és szizalékban, a folyamatos valtozokat
medidn és interkvartilis tartomanyban tiintettiik fel. A Hardy-Weinberg egyensulytol
vald eltérés, vagy egyezés becslésére ¢és az egyes allélok relativ eléfordulési
gyakorisdganak Osszehasonlitasara a Fisher-féle egzakt tesztet alkalmaztuk. A
statisztikai analizist a GraphPad Prism 3.0 (GraphPad Software Inc, San Diego,

California, USA; www.graphpad.com) program segitségével végeztiik.

4.2. Myeloma multiplexben végzett vizsgalatok

4.2.1. TNF -308G>A (rs1800629), LTA +2524>G, (rs909253), HSP70-2 +1267A>G
(rs1061581), RAGE -429T>C (rs1800625) poziciéju polimorfizmusok meghatdrozdsa
MM betegek és kontroll személyek esetében
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4.2.1.1. Betegek és kontroll csoport

A vizsgalatban 1997 és 2005 kozott kezelt, konszekutivan bevélasztott 94 myelomas
beteg szerepelt. Az MM diagnézisa a 2003-as WHO kritériumok szerint tortént. Csak
tiinettel rendelkez6 myelomés eseteket vontunk be, az MGUS, SMM diagnozisi
betegek nem szerepeltek a vizsgéalatban. A stddium meghatdrozas a Durie és Salmon
besorolas alapjan tortént. A kontroll csoport 141 nem ¢és korcsoport szerint
megfeleltetett személybdl allt, genotipus eloszlasuk nem tért el a Hardy-Weinberg
egyensulytol. A kontroll csoportba tartozé személyeket a 2001-ben szervezett Magyar
Csaladorvosok Betegségmegel6zd Programjanak résztvevoi koziil valasztottuk. Ennek a
genetikai, epidemiologiai vizsgalatnak a célpopuldcidja olyan 20 évnél iddsebb
személyek voltak, akiket az orszdg nyugati és keleti részét is reprezentalé 4 megyébol
22 csalddorvos regisztralt. Az 1196 f6bdl a jelen munkdnkhoz a 60-69 és a 70-79-es
korcsoportokbol kaptunk mintdkat. Minden egyes résztvevd tajékoztatast kovetden
irasos  beleegyezést adott vérmintaja vizsgdlatokhoz wvalé felhasznalasahoz.
Vizsgalatunk a Nemzeti Kutatasetikai Bizottsag engedélyével tortént (ETT-TUKEB:
441/K0/2004. 12236-45/2004-1018EKU). A MM betegek és a kontroll személyek

adatait és a betegek jellemzoit a 9. tdblazatban foglaltam Gssze.

9. tablazat. MM betegek ¢s kontroll személyek demografiai és klinikai adatai

Jellemzok Beteg (n=94) Kontroll p érték
(n=141)

Eletkor, évek, median

(interkvartilis tartomany)

A teljes csoportban 68,0 (59,0-73,0) 68,9 (62,9-74,0) 0,257*
Férfiak 63,0 (49,0-73,0) 68,9 (61,0-73,0) 0,143
N6k 69,6 (62,0-74,5) 68,9 (64,0-75,0) 0,563
Férfi/NG 28/66 81/60 0,080°

Eletkor a diagnéziskor,
évek, median - R
(interkvartilis tartomany) 63,0 (52,0-69,0)

Nehézlane y/o/u 66(70%)/27(29%)/1(1%) - -
Konnytilanc k/A 69(73%)/25(27%) ; -
Durie-Salmon stadium I/IV/ITT 18(19%)/42(45%)/34(36%) - -

* Mann-Whitney teszt
® Fisher-féle egzakt teszt
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4.2.1.2. Mintavétel és DNS izolalas

A mintavétel és a DNS izolalas a 3.1.1.2. pontban leirtak szerint tortént.

4.2.1.3. Genotipus meghatdrozasok

4.2.1.3.1. A TNF -308G>A (rs1800629) polimorfizmus vizsgalata

A genotipus meghatarozasok a Semmelweis Egyetem III. sz. Belgyogyaszati Klinika
Kutatolaboratoriumaban torténtek.

A TNF-a fehérjét kodolo TNF gén -308 (rs1800629) pozicioji polimorfizmus
meghatarozasa PCR-RFLP mddszerrel tortént [136].

Forward primer: 5’-AAT AGG TTT TGA GGG CCA TG-3’, reverse primer: 5’-ATC
TGG AGG AAG CGG TAG TG-3’. A PCR reakcié 10 pl reakcio elegyben tortént,
amely tartalmaz dNTP-t 200-200 pM koncentracidban, a primereket 1,5-1,5 puM
koncentracioban, 20 ng/ul templat DNS-t, 2 mM koncentracioban MgClr-t, 10 mM
koncentracioban Tris—HCI-t, 50 mM koncentracidoban KCI-t és 0.025 U/ul HotStart Taq
DNS polimerazt (Qiagen). A PCR reakcio6 technikai paraméterei: 1. denaturacié 94°C-
on 15 perc; II: 35 ciklus: 1. denaturacié 95°C-on 10 mésodperc, 2. primer bekotddés
57°C-on 30 masodperc, 3. lanchosszabbitas 72°C-on 30 masodperc; III: végsd
lanchosszabbitds 1 ciklus 72°C-on 5 perc. 10 pl-nyi, PCR-termékeket tartalmazé
elegyet 8 egységnyi Ncol restrikcidos endonukleazzal 37°C-on teljes éjszakan &t
inkubaltuk, majd a G allél jelenléte esetén 18+202 bp, és az A allél jelenléte esetén 220
bp hosszu restrikcids fragmentek detektalasa gél elektroforézissel 3%-os agardz gélen

tortént (4. abra).
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Genotypes of TNFA at positions -308
66 GA GA  AA
202 bp Do s wsamw | 220 bp

4. abra. TNF-a genotipizalas eredményei a -308-as pozicidoban. A bal és jobb oldalon a
fragmentek bazisparban kifejezett mérete lathatdo. A megfeleld allélok genotipusai a
bazisok betiijelével jelolve

A: adenin; G: guanin

4.2.1.3.2. A HSP70-2 +1267A4>G (rs1061581) polimorfizmus vizsgdlata

A genotipus meghatarozasok a Semmelweis Egyetem III. sz. Belgyogyaszati Klinika
Kutat6élaboratoriumaban torténtek.

A HSP70-2 +1267A>G (rs1061581) polimorfizmus vizsgalata az irodalombol ismert
PCR-RFLP modszerrel tortént [137].

A 10 pl PCR reakcioelegy tartalmazott forward primert: 5’~-CAT CGA CTT CTA CA C
GTC CA-3’ 1.5 pM mennyiségben, reverse primert: 5’-CAA AGT CCT TGA GTC
CCA AC-3’ 1.5 uM mennyiségben, 20 ng/ul templat DNS-t, 200 uM koncentraciéban
dNTP-ket, 2 mM koncentracioban MgCl,-t, 10 mM koncentracidoban Tris—HCI-t, 50
mM koncentracioban KCI-t és 0.02 U/ul Taq DNS polimerazt (Fermentas). A PCR
reakcio technikai paraméterei: I: denaturacio 95°C-on 3 percig; II: 35 ciklus: 1.
denaturécio 95°C-on 20 mésodpercig, 2. primer bekotédés 60°C-on 20 masodpercig, 3.
lanchosszabbitds 72°C-on 20 masodpercig; III: végsd lanchosszabbitas 72°C-on 6
percig. A 10 pl-nyi, PCR-termékeket tartalmazé elegyet 10 egység Pstl restrikciods
enzimmel 37°C-on 6 6ran keresztiil inkubaltuk. Az A allél jelenléte esetén 1117 bp, a G
allél jelenléte esetén 936+181 bp hosszisaghh fragmentek detektalasa gél

elektroforézissel, 3%-0s agar6z gélen tortént.
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4.2.1.3.3. RAGE -429T7>C (rs1800625) polimorfizmus vizsgalata

A genotipus meghatarozasok a Semmelweis Egyetem III. sz. Belgyogyaszati Klinika
Kutatolaboratoriumaban torténtek.

A RAGE -429T>C (rs1800625) polimorfizmus vizsgalata PCR-RFLP mddszerrel
tortént az irodalomban kozolteknek megfelelden [138].

Forward primer: 5’-GGG GGC AGT TCT CTC CTC-3’, reverse primer: 5’-TCA GAG
CCC CCG ATC CTA TTT-3’. A PCR reakcio 50 pl reakcidelegyben tortént, amely a
primerekbdl 50-50 pmol-nyi mennyiséget, 10-10 ng/pl templat DNS-t, 200-200 umol/l
koncentracioban dNTP-ket, 2 mmol/l koncentracioban MgCl-t, 20 mmol/l
koncentracioban Tris—HCI-t, 50 mmol/l koncentraciéban KCI-t és 0.02 U/ul Taq DNS
polimerdzt (Promega Corp., Madison, WI, USA) tartalmazott. A PCR reakci6 technikai
paraméterei: I: 35 ciklus: 1. denaturacié 94°C-on 1 percig; 2. primer bekotdédés 56°C-on
1 percig, 3. lanchosszabbitas 72°C-on 2 percig; I1I: végsd lanchosszabbitas 72°C-on 10
percig. A 10 pl-nyi, PCR-termékeket tartalmazd elegyet 2 egység Alul restrikciods
endonukledzzal (Fermentas) 6 o6ran at 37°C-on inkubaltuk, majd a T allél jelenléte
esetén 345 bp, és a C allél jelenléte esetén 183+162 bp hossza restrikcids fragmentek

detektalasa gél elektroforézissel 3%-o0s agar6z gélen tortént.

4.2.1.3.4. LTA +252A4>G (rs909253) polimorfizmus vizsgalata

A genotipus meghatdrozasok a Pécsi Tudomanyegyetem Klinikai Kozpont Orvosi
Genetikai Intézet Laboratoriumaban torténtek.

A LTA +252A>G (1s909253) polimorfizmus vizsgalata irodalmi adatok alapjan PCR
RFLP moédszerrel tortént [139].

Forward primer: 5’-CTCCTGCACCTGCTGCCTGGATC-3’, reverse primer: 5’-
GAAGAGACGTTCAGGTGGTGTCAT-3’. A PCR reakci6o 10 ul reakcidelegyben
tortént, amely primereket 0,5-0,5 mM végkoncentracioban, 20 ng/ul templat DNS-t,
dNTP-ket 0,2mM végkoncentracioban, 2 mM koncentracioban MgCl,-t, 20 mmol/l
koncentracioban Tris—HCI-t, 50 mM koncentracidban KCI-t és 0,025u/pl HotStarTaq
polimerazt (Qiagen) tartalmazott. A PCR reakci6 technikai paraméterei: 1 ciklus: 95°C-

on 15 percig; 30 ciklus: 1. denaturaciéo 30 masodpercig 94 °C-on, 30 mésodpercig 56
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°C-on ¢s 45 masodpercig 72°C-on, majd 1 ciklus 72 °C-on 7 percig. A 10 pl-nyi, PCR-
termékeket tartalmazo elegyet 10 egység Ncol restrikcios endonukledzzal 3 6ran at 37
°C-on inkubaltuk, majd az A allél jelenléte esetén 368 bp, és a G allél jelenléte esetén
235+133 bp hosszu restrikcios fragmentek detektaldsa gél elektroforézissel 2%-os

agardz gélen tortént.

A TNF -308A, HSP70-2 +1267G, RAGE -429C, és LTA +252G allélok szimultan

hordozésa esetén feltételeztiik az AHS8.1 hordozo allapotot.

4.2.1.4. Statisztikai analizis

A kategorikus adatokat abszolit szdmban ¢és szazalékban, a folytonos valtozokat
medianban ¢és interkvartilis tartomanyokban tiintettilk fel. A kategorikus adatokat
(genotipusok, allélok és haplotipusok gyakorisaga) a Fisher-féle egzakt teszt, vagy
Pearson-féle Khi-négyzet teszt alkalmazasaval hasonlitottuk Ossze. A 0,05-nal kisebb
érteket tekintettiink szignifikdnsnak. Minden tesztiink kétoldalas volt. Barmely,
egyszeres valtozos analizisben szignifikans kiillonbséget tObbszords logisztikus
regresszios modellben is vizsgaltunk. Minden egyes polimorfizmus esetén Pearson-féle
Khi-négyzet probaval teszteltik a Hardy-Weinberg eloszlas meglétét. A betegek ¢és a
kontroll csoport életkoranak Osszehasonlitdsaira Mann-Whitney tesztet hasznéltunk. A
statisztikai analizist a GraphPad Prism 3.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA,
www.graphpad.com és SPSS 13.0 (SPSS Inc., Chicago IL) programok segitségével

végeztilk. A paronkénti kapcsoltsagot és a kapcsoltsag erejét (D’ érték) az Arlequin

(http://anthro.unigech/arlequin) program segitségével szamitottuk ki. Ugyanezt a

programcsomagot hasznaltuk a haplotipus meghatarozasara is.

47



DOI:10.14753/SE.2017.2011

4.2.2. 7pl5.3 (rs4487645), 3p22.1 (rs1052501) és 2p23.3 (rs6746082) SNP

meghatdarozas MM-ben és kontroll populdcioban

4.2.2.1. Betegek és kontroll csoportok

2011-ben megalakult egy nemzetkozi egylittmiikodés, a Nemzetkézi Myeloma
Multiplex Konzorcium (International Multiple Myeloma rESEarch [IMMEnSE]), amely
tizte ki céljaul. A jelen vizsgélat idején 14 centrum csatlakozott a konzorciumhoz
Németorszag, Olaszorszag, Spanyolorszag, Lengyelorszag, Portugélia, Franciaorszag,
Dania és Magyarorszag teriiletérdl. Hazankat munkacsoportunk 139 MM beteg ¢és 104
kontroll személlyel képviselte, akik kozil a myelomas betegeket a Semmelweis
Egyetem III. sz. Belgyogyaszati Klinika Hematologiai részlegén és a Szent Laszld
Koérhaz Hematologiai és Ossejt-transzplantaciés Osztalyan diagnosztizaltak és kezeltek.
A magyarorszagi kontroll csoport korhazban kezelt, MM-ben nem szenvedd, életkor
szerint illesztett betegekbdl allt, akiket a Semmelweis Egyetem III. sz. Belgyogyaszati
Klinikajan éapoltak. A kontroll csoport esetében a daganatos és az immunpatologiai
betegségek kizard okot képeztek.

A vizsgalatban 0sszesen 1139 MM beteg és 1352 kontroll személy vérmintdja kertilt
genotipizalasra, amely mintdkat a résztvevd centrumok biztositottak. 1990 és 2010
kozott diagnosztizalt MM betegek keriiltek bevonasra, a diagndzis a 2003-as IMWG
kritériumok  alapjan  tortént. A kontroll csoportban véradok, egészséges
atlagpopulacioba tartozok ¢és olyan koérhdzban kezelt betegek voltak, akik nem
szenvedtek daganatos betegségben. Mindegyik vizsgélt személy a kaukazusi rasszhoz
tartozott. Minden résztvevd a vizsgalatba beleegyezd irdsos nyilatkozatot adott, a
vizsgalatok a megfeleld etikai bizottsdgok jovahagyasaval torténtek. Az MM betegek ¢és

kontroll személyek jellemzdit a /0. tablazat foglalja 6ssze.
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10. tablazat. MM betegek ¢s kontroll személyek demografiai jellemzoi

KONTROLL
MM BETEGEK B
SZEMELYEK
Nem Atlag- Median Nem Atlag- Median Kontroll
Orszag F/N életkor életkor F/N életkor Eletkor t(l') usg
(Osszes) (+SD) (Tartomany) (Osszes) (+SD) (Tartomany) P
121/111 62,5 131/106 58,8 a s
IT (232) (£9.9) 63 (35-87) (237) (*10,8) 59 (35-89) atlagpopulacio
59/59 62,1 69/81 69,5 e 12
PL (118) (10,5) 62 (39-86) (150) (£6.7) 69 (55-98) véradok
100/109 63,4 173/158 65,2 korhazban
ES (209) (x11,1) 64 (31-93) (331) (x12,6) 66 (24-92) fekvo betegek
46/35 55,5 48/47 33,2 e 12
FR 31) (£9.4) 57 (27-75) 95) (£14.8) 30 (18-60) véradok
32/36 66,0 55/45 60,7 By 1
PT (68) *11.2) 67,5 (41-86) (100) *7.7) 58 (51-85) véradok
49/90 66,2 50/54 73,4 korhazban
HU (139) (x11,4) 68 (34-90) (104) (x10,1) 74,5 (51-95) fekvo betegek
174/118 55,3 177/158 62,9 a s
DK (292) *7.1) 56 (29-69) (335) (£4.9) 63,5 (52-73)  atlagpopulacio
Osszesen 581/558 60,9 61 (27-93) 703/649 62,0 63 (18-98)

(1139)  (£10,6) (1352)  (+13,3)

IT: Olaszorszag; PL: Lengyelorszag; ES: Spanyolorszag; FR: Franciaorszag; PT: Portugalia; HU:
Magyarorszag; DK: Déania

4.2.2.2. DNS mintavétel és genotipus meghatarozas

A periférias vérbol nyert DNS mintdk Heidelbergben, a Német Rakkutatd Kozpontban
(DKFZ) kertiltek tarolasra és késobb genotipizalasra.

A genotipus meghatarozds a dan mintdk kivételével TagMan proba (ABI, Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) alapt allél diszkriminacioval tortént a gyari
protokollnak megfeleld technologiat alkalmazva. A PCR lemezek ABI PRISM 7900HT
miiszer segitségével lettek leolvasva. (Applied Biosystems). A genotipus meghatarozasa
az SDS Software, version 2.4 (Applied Biosystems) program segitségével tortént. A
Danidbdl szarmazd kontroll mintdk esetében egy kordbban publikdlt GWAS vizsgélat
genotipizalds a Human Hap 550 Infinium II chip és a Human 610-Quad chip (Illumina,

San Diego, CA) alkalmazasaval tortént.
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4.2.2.3. Statisztikai analizis

A kontroll mintdknal minden esetben ellenérzésre kerlilt a Hardy-Weinberg
egyensulytol vald eltérés megléte, vagy hianya. Cochran—Mantel-Haenszel (M-H) teszt
¢s Breslow-Day (B-D) teszt keriilt alkalmazasra az egyes szubpopuldcidkon beliili
heterogenitds meghatarozasara minden SNP esetében. Meta-analizis végzése tortént
minden SNP esetében, a két masik GWAS vizsgalat és a jelen vizsgalat eredményeit
kozos esélyhanyadossd 0sszevonva. A meta-analizisen beliili heterogenitas ellendrzése
Cochran’s Q és I statisztikai szamitasokkal tortént. Minden szamitas illesztve lett
¢letkor, nem, és a régionak megfeleld eredet szerint a STATA software (StataCorp,

College Station, TX) felhasznalasaval.

4.2.3. Albumin / M-komponens (A/M) arany és AMWBC pontrendszer prognosztikai

szerepe myeloma multiplexben

4.2.3.1. Betegek

A retrospektiv vizsgdlatban 103 konszekutiv, 1996 ¢és 2006 kozott ujonnan
diagnosztizalt MM beteg adatai szerepeltek. A betegeket a Semmelweis Egyetem III. sz.
Belgyogyaszati Klinikdjan kezelték. Egyéb plazmasejtes betegségek, mint MGUS,
SMM, amyloidosis nem keriiltek bevondsra. A konnylilanc myeloma és a nem
szekretald myeloma esetében az A/M arany nem értelmezhetd, ezért ezek a betegek sem
keriiltek be a tanulményba. Annak érdekében, hogy a tulélés szempontjabdl minél
homogénebb beteganyagot vizsgéljunk, kihagytuk az APSCT-n atesett betegeket, és
azokat is, akiknél a kezelés sordn masodik malignus betegség alakult ki. A 103 beteg
koziil 47 csak kemoterapiaban részesiilt, 56 beteg 0j tipust, nem myelotoxikus kezelést
kapott — thalidomid, bortezomib — 6nalloan, vagy kemoterapidval kombinaltan egytitt
adva. Az 1j kezelési modokban részesiilt betegek (103/56) adatait kiilon csoportban is

értekeltiik. A betegek jellemzdit a /1. tablazat foglalja ssze.
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11. tablazat. MM betegek jellemzoi

Férfi

Né
Atlagéletkor
IgG

IgA

IgM

IgDh

kappa

lambda
Atlagos tulélés

Osszes beteg
(n=103)
36 (35%)

67 (65%)
67,76 év (45-89)
74 (72%)

27 (26%)
1(0.9%)
1(0.9%)

74 (72%)

29 (28%)
46,5 honap (1-204)

Uj tipusu szerekkel
kezelt beteg (n=56)
16 (29%)

40 (71%)
66,87 év (46-89)
47 (84%)

9 (16%)

0 (0%)

0 (0%)

44 (79%)

12 (21%)
50,7 hénap (1-205)

4.2.3.2. A/M prognosztikus index és AMWBC pontrendszer meghatarozdsa

Egy kordbban mar publikalt vizsgalat soran az albumin (A) és az M-komponens (M)
aranyabol, valamint a fehérvérsejt értékbol (WBC) allo pontrendszer, egy ugynevezett
AMWRBC score keriilt kialakitasra, az eredeti kdzleményben a Semmelweis Egyetem
III. sz. Belgyogyaszati Klinika Hematologiai részlegén 1981 és 1996 kozott kezelt, az
akkori gyakorlatnak megfeleléen myelotoxikus kemoterapidban részesiildé myelomas
betegek esetében. Az A/M hanyados egynél kisebb értékének ¢és az indulod

fehérvérsejtszam 4,5 x 10 °/1 alatti értékének rossz prognosztikai jelentéségét igazoltak

a szerzOk [141] (12. és 13. tablazat).
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12. tablazat. A diagndziskor mért A/M hanyados ¢s a kezdeti fvs szam prognosztikus
értéke a talélés szempontjabol
A/M <1 r0SSZ prognozis

WBC <4.5G/ T0SSZ prognozis

13. tablazat. AMWBC prognosztikus pontrendszer kalkulalasa

Pontérték 0 1
A/M =1 <1
WBC =4.5G/1 <4.5G/

0 pont jo prognézis
1 pont intermedier progndzis
2 pont rossz progndzis

A jelenlegi vizsgéalatban a fenti laboratoriumi paraméterek, illetve a pontrendszer
érvényességét vizsgaltuk az 0j tipust, immunmoduldns és proteaszoma gatld kezelés
alkalmazasadnak idészakaban. A kezelés megkezdése eldtt minden beteg esetében
meghatdroztuk az A/M aranyt, a kezdeti fvs szdmot és az ugynevezett AMWBC
pontértéket. Az A/M aranyt és az AMWBC pontértéket a tualélés vonatkozasaban
értekeltiik. A betegek talélésénél a diagnozis idOpontjatol a haldl idépontjaig, vagy az
utols6 kovetés datumaig eltelt iddszakaszt vettiik figyelembe. 2 éves €s 5 éves tulélési

periodusokat vettiink alapul.
4.2.3.3. Statisztikai analizis
A talélést Kaplan-Meyer analizis szerint értékeltiikk, az egyes csoportok kozotti
statisztikai szignifikanciat log-rank teszt alapjan szamitottuk ki. A folytonos valtozok

kozotti kapcsolatot a nem-paraméteres Spearman-féle rank korrelacids eljarassal

szamoltuk. A p < 0,05 értéket tekintettiik szignifikansnak.
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5. EREDMENYEK

5.1. Myelodysplasias synrdoma

5.1.1. TNF -238G>A (rs361525) és TNF -308G>A (rs1800629) genotipusok eloszldsa

MDS-ben és egészséges populdacioban

A TNF-a -308 GG, GA és AA genotipusok eloszlasa csaknem azonos volt a két
populacidban. A -238-as allélfrekvencia eléforduldsaban és a genotipus eredményekben
megfigyelhetd volt kiilonbség, azonban ez nem érte el a szignifikancia mértékét. A

genotipusok eléfordulasi gyakorisadgat a /4. tablazat mutatja be.

14. tablazat. TNF-a gén G/A polimorfizmus MDS betegek és egészséges kontrollok

esetében.
GG GA AA

TNF -308

MDS (n=69) 50(72%) 17(25%) 2(2,9%) 001
p: )

Kontroll (n=125) 87(69%) 34(27%) 4(3%)

TNF -238

MDS (n=69) 63(91%) 6(8,8%) 0(0%) 00815
p=0,

Kontroll (n=125) 121(96,8%) 4(3,2%) 0(0%)

Az egyes polimorfizmus helyekre vonatkozd eredmények a bazisok megfeleld betiivel jelolve, mindkét
allélnak megfeleld pozicidban. A megfeleld genotipusok szama (%)
A: adenin; G: guanin
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5.2. Myeloma multiplex

5.2.1. TNF -308G>A (rs1800629), LTA +252A>G (rs909253), HSP70-2 +1267A>G
(rs1061581), RAGE -429T>C (rs1800625) pozicidju polimorfizmusok és
haplotipusaik MM betegekben és kontroll személyekben

Az egyes polimorfizmusokat 94 MM beteg és 141 egészséges kontroll személy esetében
vizsgaltuk. Minden egyes SNP esetében ellendriztiik a Hardy-Weinberg egyensulyt, az
egyensulytol valo eltérést egyik esetben sem talaltunk.

A TNF -308A (TNF2) varians allél eléfordulasi gyakorisadga szignifikdnsan (p=0,027)
alacsonyabb volt az MM betegek csoportjdban (9,6%), mint a kontroll csoportban
(21,3%). A tobbi vizsgalt SNP esetében nem talaltunk szignifikans kiilonbséget a két
csoport kozott.

Jelentdsen erds szignifikancigju (D= 1,000, p < 0,0001) kapcsoltsag mutatkozott a
varians TNF -308A (TNF2) és a LTA +252G allélok kozott mind az MM betegek, mind
az egészséges kontroll populacié tekintetében. A TNF -308A(TNF2) allél a HSP70-2
+1267G és a RAGE -429C allélokhoz is igen erds kapcsoltsdgot mutatott szintén
mindkét csoportban (D’ = 0,8151, p=0,0021 és D’ = 0,5625, p=0,001). A TNF2-LTA
+252G  haplotipust hordozok ¢és nem hordozok eldforduldsi gyakorisagat
Osszehasonlitva az MM betegek (9,6%) és a kontrollok (20,6%) kozott szignifikdnsan
alacsonyabb volt az eléfordulas az MM betegek esetében (p=0,041). Ezzel szemben az
6si 8.1 haplotipus hordozok eléfordulasi gyakorisdga kozel azonos volt a két
csoportban.

Ezt kdvetden annak ellendrzésére, hogy az egy szempontos varianciaanalizis soran nyert
eredményeink megismételhetdek-e multivaridcios analizis soran is, 0sszehasonlitottuk
az allél és haplotipus frekvencidkat az MM beteg ¢s kontroll csoport kozott életkor és
nem szerint illesztett tobbszords logisztikus regresszioval is. Mind a TNF2 allél és a
TNF2-LTA +252G haplotipus hordozé allapot is szignifikdnsan dsszefliggott tobb, mint
kétszeresen csokkent esélyhanyadossal az MM betegcsoportba tartozéssal, ugyanakkor
hasonlo6 Gsszefiiggés sem a tobbi allél, sem a 8.1 dsi haplotipus hordoz6 allapot esetében

nem volt megfigyelhetd (15. tablazat).
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15. tablazat. A TNF -308A allél, LTA +252G all¢l, HSP70-2 +1267G all¢l, RAGE -
429C allél, a TNF -308-LTA +252G haplotipus és 8.1 6si haplotipus el6fordulasi
gyakorisaga MM betegek ¢és életkorban illesztett, magyar populaciot reprezentald
kontroll személyek esetében, valamint az MM-re vonatkozd esélyhanyados értéke a
hordoz6 és nem hordozd személyek esetében (életkor és nemek szerint illesztett,
tobbsz0ros logisztikus regresszids analizis alapjan szamolva)

Varians allél gyakorisaga Esélyhianyados OR p érték
Genotipus 95% CI)

Betegek (n=94) Kontroll (n=141)

TNF -308G>A 9 (9,6%) 30 (21,3%) 0,402 (0,179-0,902) 0,027
LTA +252A>G 43 (45,9%) 72 (51,1%) 1,134 (0,668-1,923) 0,642
HSP70-2 +1267A>G 60 (63,5%) 76 (53,8%) 1,269 (0,852-1,889) 0,242
RAGE -429T>C 25 (26,1%) 43 (30,8%) 0,894 (0,517-1,547) 0,690
TNF-308A-LTA +252G 9 (9,6%) 29 (20,6%) 0,429 (0,191-0,965) 0,041
haplotipus

8.1 6si haplotipus 5(9,45%) 11 (7,7%) 0,855 (0,267-2,740) 0,792

Tekintettel arra, hogy szignifikans (p=0,026) kapcsolatot talaltunk az életkor és a TNF -
308A allél hordozasa kozott a beteg vagy a kontroll csoportba tartozast illetden,
megvizsgaltuk, hogy ugyanez az asszociacié igazolhatd-e a myeloma rizikoja és TNF2
allél hordozast illetéen kiilon a fiatalabb és az idésebb életkoru betegek esetében is. A
vizsgalt személyeket a kontroll csoport median életkora alapjan két csoportra osztottuk:
69 évesnél fiatalabbakra és 69 évesnél iddsebbekre. A varidns TNF2 allél hordozasa
alacsonyabb volt a fiatalabb korcsoportban (6,9%), mint az idésebbek esetében (13,3%).
A ritkabb TNF2 allél hordozok 4-szer alacsonyabb esélyhanyadossal rendelkeztek az
MM kialakulasara vonatkozdan a 69 évesnél fiatalabb korcsoportban, mint a 69 évesnél
idésebbek esetében. Ugyanakkor a 69 évesnél idésebbek esetében nem volt kimutathatd
szignifikans Osszefiiggés a varidns TNF2 allél hordozads és a MM kialakuldsa
tekintetében. Az €letkor szerinti alcsoportokra bontott eredményeket foglalja 6ssze a /6.

tablazat.
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16. tablazat. A TNF -308A (TNF2) all¢lt hordozdk és nem hordozék MM-re vonatkozo
esélyhanyadosa ¢életkor szerint megosztva (nemek szerint illesztett tobbszords

logisztikus regresszids analizis alapjan szamolva)

Eletkor a TNF2 hordozoé/osszes (%)

diagndziskor
Eletkor év, median Esélyhanyados p érték

troll

(interkvartilis Beteg Kontro (95% CI)

tartomany)
=69 év 53,0 (45,0-60,0) 3/49 (6,9) 17/68 (25,0) 0,203 (0,056-0,742) 0,016
>69 év 69,0 (66,0-72,5) 6/45 (13,3) 13/73 (17,8) 0,809 (0,272-1,409) 0,700

Hasonlo, és még inkéabb életkorfliggd kiillonbség mutatkozott, ha a TNF2-LTA +252G
haplotipust vettiik figyelembe: a nemek szerint illesztett esélyhanyados a fiatalabb és
iddsebb alcsoportban 0,196 (0,054-0,711 p=0,013), illetve 0,710 (0,249-2,025 p=0,522)
volt.

A vizsgalt csoportokat nemek szerinti alcsoportokra bontva is tanulmanyoztuk. A
varians TNF2 allélt hordozo férfiak (66,0 [59,7-74,0] év) és ndk (68,9 [62,0-74,5] év)
¢letkor szerinti eloszldsa nem kiilonbozott szignifikdnsan egymastol (p=0,308), ezért a
vizsgalat elvégezhetd volt. A ndk esetében negativ asszociacid volt megfigyelhetd,
amennyiben a varians allél hordozasa 4-szer alacsonyabb rizikét jelentett a myeloma
el6fordulasat illetéen. A férfiak esetében szignifikdns 0Osszefliggés nem volt

megfigyelhet6 (17. tablazat).
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17. tablazat. A TNF -308A (TNF2) all¢lt hordozok és nem hordozék MM-re vonatkozo
esélyhdnyadosa nemek szerinti alcsoportokra bontva (életkor szerint illesztett

tobbszords logisztikus regresszids analizis lapjan szadmolva)

TNF2 hordozdé/osszes (%)

Nem Esélyhianyados (95% CI) p érték
Beteg Kontroll

Férfi 5/28 (17,9) 13/60 (21,7) 0,76 (0,24-2,47) 0,650

N6 4/66 (6,1) 17/81(21,0) 0,24 (0,08-0,76) 0,015

A Kklinikai paraméterek vonatkozasdban sem a betegség stadiuma, sem a paraprotein

rrrrrrr

haplotipus eléfordulési gyakorisagaval.

5.2.2. 7pl5.3 (rs4487645), 3p22.1 (rs1052501) és 2p23.3 (rs6746082) SNP

meghatdarozas MM betegek és kontroll populdcio esetében.

A vizsgélat eredménye alapjan mind a harom vizsgalt SNP gyakrabban fordult el6 az
MM betegek csoportjdban a kontroll személyekhez képest. Két esetben erdsen
szignifikans kapcsolat volt igazolhatoé a kérdéses SNP ¢s MM el6forduldsa kozott, egy
esetben a kapcsolat korabban kimutatott szignifikans mértékét nem tudta megerdsiteni a
jelen tanulmény. A vizsgalt betegek és kontroll személyek genotipus és allélferkvencia

eléfordulasi gyakorisagat a /8. tabldzatban foglaltam Ossze.
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18. tablazat. 7p15.3 (rs4487645), 3p22.1 (rs1052501) és 2p23.3 (rs6746082) 16kuszok

genotipusainak ¢és allélfrekvencidinak el6fordulasa MM betegek és kontroll személyek

esetében

SNP MM betegek (%) Kontroll (%) OR 95%CI p érték
rs4487645 (7p15.3)

A/A 67 (6,3) 139 (10,4) 1 - -

A/C 423 (39,8) 598 (44,9) 1,47 1,07-2,02 0,017

Cc/C 572 (53,9) 595 (44,7) 1,99 1,45-2,73 0,00000173
A 557 (26,2) 876 (32,9) 1 = -

C 1567 (73.8) 1788 (67,1) 1,37 1,21-1,56 0,0000000796

rs6746082 (2p23.3)

c/C 35(3,3) 61 (4,6) 1 - -
A/C 304 (28,7) 425 (31,8) 1,21 0,78-1,89 0,392
A/A 721 (68,0) 849 (63,6) 1,48 0,96-2,27 0,074
C 374 (17,6) 547 (20,5) 1 - -

A 1746 (82,4) 2123 (79,5) 1,22 1,05-1,41 0,008

rs1052501 (3p22.1)

A/A 655 (61,5) 870 (65,7) 1 - -
A/G 371 (34,9) 399 (30,1) 1,25 1,05-1,49 0,011
G/G 38 (3,6) 56 (4,2) 0,93 0,60-1,42 0,726
A 1681 (79,0) 2139 (80,7) 1 - -

G 447 (21,0) 511 (19,3) 1,12 0,98-1,30 0,098

Az egyes polimorfizmus helyekre vonatkozd eredmények a bazisok megfeleld betiiivel jeldlve, mindkét
allélnak megfelel6 pozicioban. A: adenin; G: guanin; C: citozin
OR: Odds Ratio (esélyhanyados) ; CI: Confidencia Intervallum

A legerésebb asszociaciot az rs4487645 mutatta a 7pl5.3 16kuszon, a myeloma
el6fordulasa szempontjabol kozel 1,4-szeresen emelkedett kockazattal a C allélnak
megfeleléen (OR=1,37 [1,21-1,56], p=0,0000000796). A masodik legerésebb kapcsolat
az 156746082, a 2p23.3 lokusz A allélja esetében volt lathatdo (OR=1,22 [1,05-1,41),
p=0,008). A szignifikancia mértékét el nem érd kapcsolat volt megfigyelhetd az
rs1052501 SNP-nek megfeleléen a 3p22.1 16kuszon (OR=1,12 [0,98-1,30], p=0,098).
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5.2.3. Albumin / M-komponens (A/M) arany és a; AMWBC pontrendszer
osszefiiggése a tuléléssel MM betegek esetében

Az albumin (A) és az M-komponens (M) aranyabdl, tovabba a diagnoziskor
meghatarozott fehérvérsejtszdm értékébol (WBC) allo pontrendszer, az tigynevezett
AMWBC pontrendszer prognosztikai jelentdségét vizsgaltuk Ujonnan diagnosztizalt
MM betegek esetében. Az A/M hanyados egynél kisebb értékének és az induld
fehérvérsejtszam 4,5 x 10 °/1 alatti értékének rossz prognosztikai jelentségét igazolta
Varkonyi és mtsai korabbi publikacidja [141]. A jelenlegi vizsgéalatban a fenti
paraméterek, illetve a score érvényességét vizsgaltuk az 0j terapias készitmények —
immunmodulansok ¢és proteaszoma inhibitorok — alkalmazasa esetén. Jelenlegi
eredményeink szerint, amelyek a kordbbi publikdci6 eredményeivel Osszhangban
allanak, a diagndziskor mért A/M <1 ardny szignifikdnsan rosszabb prognozist jelentett
mind a 2 éves (p=0,006), mind az 5 éves (p=0.0051) (5. abra) valasztott tulélési

végpontok esetében a teljes betegpopulacidoban.

p = 0,0051

Kumulativ talélési arany
o
b

— AIM=1

01 _
0 12 24 36 48 60 AN

Tulélési idd (henapok)

5. abra. A/M arény ¢és tulélés az Gsszes beteg esetében. 5 éves tulélési végpont. (n=103)
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A csak ujfajta terapidban részesiild betegcsoport esetében a 2 éves tulélési végpont

esetében szignifikans kiilonbséget (p=0,015) (6. dbra), az 5 éves thlélési végpontnal

pedig szignifikanshoz kozeli trendet (p=0,07) (7. dbra) mutattak az eredmények.

p =0,015

10 “

09

08

07

Kumulativ tulélési arany

06

05 —AM>1

0 3 12 18 24 30 pmer

Tulélési idd (honapok)
6. abra. A/M arany ¢és tulélés az 1j
terapias szerekkel kezelt betegek
esetében. 2 éves tulélési végpont

(n=56) p=0,015

p =0,07

09

08

07

06

Kumulativ talélési arany

04

03

02

—AM>1

0 12 2 36 48 60 —AM<t

Taelsi 46 (nénapok)
7. abra. A/M ardny és talélés az uj
terapids szerekkel kezelt betegek
esetében. 5 éves tulélési végpont

(n=56) p=0,07

A fehérvérsejtszam (WBC) vonatkozasdban nem tudtunk dsszefiiggést kimutatni sem a

2 éves, sem az 5 éves (8. dbra) tulélési végpontokndl. Akkor sem tapasztaltunk

szignifikans kiillonbséget, ha csak az ijabb tipusu kezelésben részesiilt betegek adatait

vizsgaltuk (9. dbra).
p=0,375

09

0.8

07

06

Kumulativ tualélési arany

04

03

0.2

0 12 24 36 48 60
Tulélési id (hénapok)

— WBC »=45 G/
- WBC <4.5 G/L

8. abra. Kezdeti WBC szam és tlélés az 0sszes beteg esetében. 5 éves tulélési végpont

(n=103) p=0,375
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p=0,10

09

08

06

0.4

03

Kumulativ tulélési arany

02

0.1

w— WBC >=4,5 G/L

0 12 24 36 48 60  WBC <45 GIL

Tulélési id6 (hdnapok)

9. abra. Kezdeti WBC szam és tlélés az uj szerekkel kezelt betegek esetében. 5 éves

tulélési végpont (n=56) p=0,10

Az A/M hanyados és a kezdeti fehérvérsejtszam felhasznalasaval alkotott AMWBC
pontrendszer az 5 éves tulélésnél kozel szignifikdns kiillonbséget mutatott az egyes
csoportok kozott az Osszes beteg esetében, és hasonld eredményt kaptunk a csak 1j
tipusi kezelésben részesiilt betegeknél is (p=0,056) (10. dbra). Az eredményeink
alapjan ugy gondoljuk, hogy a pontrendszer alkalmazasa soran tapasztalt erds trend

dontden az A/M hanyadosnak kdszonhetd.

p = 0,056

Kumulativ tulélési arany

= Score 0
— Score 1
— Score 2

0 12 24 36 48 60

Tulélési idd (honapok)
10. abra. AMWBC pontérték és tulélés az 0j terapids szerekkel kezelt betegek esetében
5 éves tulélési végpont (n=56) p=0,056
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6. MEGBESZELES

6.1. Myelodyspasias syndroma

6.1.1. TNF -238G>A (rs361525) és TNF -308G>A (rs1800629) genotipusok eloszlasa

MDS-ben és egészséges kontroll csoportban

A myelodysplasia kialakuldsanak genetikai hatterét vizsgalva, az ineffektiv hemopoezis
¢és ebben fontos szerepet betdltd apoptozis alapjan a betegség patomechanizmusaban a
TNF-a szerepét feltételeztiik. A funkcionalis jelentdséggel bir6 TNF polimorfizmusok
bazis cseré¢jét jelentd SNP befolyasolhatja a transzkripciot, ezaltal a termelt cytokin
mennyiségét. Ennek hatdsa lehet az adott betegség iranti fogékonysagra, vagy a
betegség lefolyasanak sulyossagara. Feltételeztiik, hogy az emelkedett TNF-o
produkcioval jaro ritka allél varians gyakrabban fordul el6 MDS-ben ¢és ezaltal szerepet
jatszhat a korkép kialakulasaban.

Eredményeink alapjan nem volt kiilonbség az MDS betegek és az egészséges kontrollok
genotipus megoszlasdban. A TNF gén promoter régid -308G>A és -238G>A
polimorfizmusainak hajlamosité szerepét MDS-ben vizsgéalatunk nem igazolta. Sajat
eredményeinket tekintve az egészséges kontroll személyek allélfrekvencia el6fordulasa
magyar adatokkal [142].

Az apoptozis, amelynek kiemelt szerepe van az ineffektiv hemopoezisben, az MDS
minden betegségcsoportjadban megfigyelhetd, fiiggetlentil attdl, hogy melyik FAB, vagy
WHO kategoridba tartozik a beteg. Emelkedett blast-szam esetén a mértéke azonban
aranyosan csokken. Az ineffektiv hemopoezis f6leg a kisebb rizikdcsoportba tartozé
betegekre (RA, RARS) jellemzd, ¢s a TNF-a szint is ezekben az esetekben
emelkedettebb az eldrehaladottabb, magasabb rizikocsoportba tartozo, emelkedett blast
szammal jaro6 RAEB-1, vagy RAEB-2 formakhoz képest. A vizsgalatunkban szerepld
69 MDS beteg 67 %-a tartozott az RA-a, vagy RARS csoportba. A kis esetszam miatt a

genotipuseloszlast nem vizsgaltuk kiilon az egyes betegség alcsoportokban.
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Ismeretes, hogy a keringd TNF-a szintet nemcsak a transzkripcié mértéke hatarozza
meg, hanem az mRNS poszttranszkripcids szabalyozéasa, a szolubilis cytokin forma
levalasa a membranhoz kotott formarol a TACE (TNF-a converting enzyme) miitkodése
kovetkeztében, a receptorok expresszidjanak mértéke, valamint szamos epigenetikai
tényez6 is. Elképzelhetd, hogy ennek kovetkeztében az SNP altal determinalt cytokin
termelés mértéke ebben a komplex bioldgiai rendszerben kisebb jelentdséggel bir, ami
tovabbi magyarazat lehet a kapott eredményeinkre. A kdzleménylink megjelenését
kovetden tobb tanulmany vizsgalta az MDS és az altalunk is vizsgalt polimorfizmusok
Osszefiiggését. Ellentmond6 eredmények sziilettek. A ritka betegségekre vonatkozé
asszociacios vizsgalatok esetében nem lehet eléggé hangstlyozni a kellden nagy
esetszam fontossagdt, a meta-analizis vizsgalatok jelentdségét abban, hogy a kapott
eredmények valdoban a populdcioban 1évé valosagot tiikrozzeék. A sajat publikacionkat

kovetd vizsgalatok eredményeit a /9. tablazat mutatja be.

19. tablazat. TNF-a polimorfizmusok MDS-ben. Az irodalom kdvetése napjainkig

Szerzo Populacio Esetszam A vizsgalt p érték  Irodalom
MDS/kontroll SNP
Gyulai (2005)  kaukézusi 55/74 TNF -308 NS [143]
oo TNF -308A 0.75
Lv (2007) azsiai 95/230 NP B i [144]
. 18/376 TNF -308 AA 0.02
Powers (2007) kaukazusi 18/102 TNF -238 AA 035 [145]
c A TNF -308
Belli (2011) kaukazusi 101/92 AA+GA 0.04 [146]
N e
Xu (2013) 4zsiai 341/365 TNF 308A Oig;l [147]
TNF -238

NS: nem szignifikans
* csak RCMD-ben (refrakter cytopenia tobb sejtsort érintd dysplasiaval)

A fenti vizsgalatokon kiviil, amelyek a TNF-o polimorfizmust, mint az MDS-re
hajlamositd genetikai tényezot vizsgaltdk, mas munkacsoportok a betegség egyes
klinikai jellemzdivel, valamint a koérlefolyas sulyossagaval kerestek Osszefliggést.
Parnes ¢és mtsai 328 frissen diagnosztizalt MDS beteg genotipusait elemezve
szignifikdns Osszefiiggést talalt a neutropenia (ANC < 1.5 x 10°/1) és a -308 AA

genotipus (a fokozott TNF-a produkcidval jaro ritka allél szempontjabol homozigdta
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forma) hordozasa kozott, valamint a -238 GA és AA genotipusok (szintén emelkedett
TNF produkcidval jard genotipusok) €s az anaemia el6forduldsa, illetve stlyossaga
kozott (Hb < 100 g/1) [148]. A Seattle-i munkacsoport 375 kaukazusi, transzplantacion
atesett MDS beteg adatait attekintve a TNF -308 GA genotipus esetén szignifikdnsan
nagyobb, nem relapszussal Osszefliggd transzplantacidos mortalitast tapasztalt, mint a
GG genotipus esetében [149]. Ezek a vizsgalatok a TNF-a polimorfizmus genetikai
modositd szerepét tamasztjdk ala az MDS klinikai megjelenésében és lefolyasanak
sulyossagaban. Az eddigi vizsgélatok eredményeit 6sszegezve ugy gondoljuk, hogy a
TNF polimorfizmus és az MDS fenotipus 0sszefliggése nem zarhat6 ki teljességgel. A
TNF génklaszter polimorfizmusai koziil tobb kapcsoltsdgot mutat a HLA I és II osztalya
allélokkal, ami tovabb modosithatja a TNF-a expressziodjat. Elképzelhetd, hogy a TNF
gén varians alléljait tartalmazé haplotipusoknak a vizsgéalata jobban tiikrozheti a

valdsagot, mint az egyes SNP-k vizsgalata onmagaban.

6.2. Myeloma multiplex

6.2.1. TNF -308G>A (rs1800629), LTA +252A>G (rs909253), HSP70-2 +12674A>G
(rs1061581), RAGE -429T>C (rs1800625) pozicidju polimorfizmusok és
haplotipusaik MM betegekben és kontroll személyekben

A TNF -308G>A és LTA +252A>G SNP-ket, illetve a TNF -308A és LTA +252G ritka
allélokat tartalmazd ugynevezett fokozott cytokintermeléssel jard haplotipusokat tobb
tanulméany vizsgéalta mar, az eredmények azonban ellentmonddak voltak. Davies ¢és
mtsai 198 MM beteg és 250 kontroll személy adatait elemezve a TNF -308A (TNF2)-
LTA +252G ritka allélokat tartalmazdé haplotipus gyakoribb eléfordulasat irta le a
myelomas csoportban, eredményeik szerint az esélyhanyados értéke 2,05 (95%-os CI
1,26-3,35) volt, azaz esetiilkben az MM el6fordulasa tobb, mint kétszer gyakoribbnak
bizonyult a nem hordozokhoz képest [133]. Hasonlo eredményrdl szamolt be Neben és

munkacsoportja is [150]. Mas szerzék nem tudtdk megerdsiteni ezt az Osszefliggést
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[151, 152]. Ugyanakkor Morgan és mtsai a varakozassal ellentétben, az MM csokkent
rizikojat talaltak a TNF -308A (TNF2) ritka allél hordozasa esetén [153].

Sajat eredményeik alapjan a TNF -308A (TNF2) ritka allél hordozésa szignifikansan
(p=0,027) alacsonyabb frekvencidval fordult el6 a MM betegek csoportjaban a hasonld
¢letkorban 1évé magyar populacidhoz képest. Az esélyhanyados alapjan az MM
eléfordulasanak rizikdja a ritka allél hordozésa esetén tobb, mint kétszer alacsonyabb
volt, mint a gyakori allélt (TNF1) hordozok esetében. Hasonld 6sszefiiggést mutattunk
ki a TNF2-LTA 252G haplotipus esetén is (p=0,041). A kiinduld hipotézisiink nem
igazoldodott, s6t, eredményeink szerint a varians allél hordozasa mintegy védd hatastinak
bizonyult MM esetében. A tobbi SNP, illetve az 6si AH8.1 haplotipus tekintetében nem
talaltunk Osszefliggést. A TNF -308A allélra vonatkozd eredményiink teljesen
Osszhangban volt Morgan és mtsai eredményével [153], és ugyancsak a varians allélt
tartalmaz6 genotipusok protektiv hatasat igazolta a késébbiekben azsiai populacion Du
munkacsoportja is [ 154].

Az ellentmond6 eredményekre val6 tekintettel 2013-ban egy meta-analizis 0sszesitette a
TNF-re vonatkoz6 SNP-k és MM kialakuldsanak osszefliggését vizsgalo tanulmanyokat
[155]. A meta-analizisben 2000 és 2012 kozott végzett 10 tanulmany — koztiik a sajat
publikdcionk - adatait Osszesitették. Osszesen 1488 MM beteget és 2132 kontroll
személyt vizsgaltak, 8 vizsgalatban kaukazusi, 2 vizsgalatban azsiai populacié vett
részt. A vizsgalatokban szamos SNP szerepelt, a leggyakrabban meghatarozott a TNF -
308G>A polimorfizmus volt, ezt mind a 10 tanulmény vizsgalta, a TNF -238 G>A
polimorfizmus 4 vizsgélatban szerepelt. A TNF -308G>A polimorfizmus tekintetében
veliink egyiitt dsszesen 4 tanulmany szerint a ritka allél hordozésa ritkabban fordult el
az MM betegek esetében, 4 tanulmany nem taldlt szignifikans Osszefliggést és 2
tanulmany szerint gyakrabban fordult eld a varidns TNF -308A all¢él MM-ben. Az
Osszesitett adatok alapjan azonban a teljes populacioban sem a TNF -308G>A, sem a -
238G>A polimorfizmus nem mutatott szignifikdns kiilonbséget az MM ¢és kontroll
személyek genotipusai tekintetében. Kiilon vizsgélva a kaukéazusi és azsiai populaciokat
sem volt kiilonbség.

Az eddig emlitett, és a sajat vizsgalatunk is kandidans génekre vonatkozd eset-kontroll
vizsgalatok voltak, az alkalmazott genotipizalasi modszerek egyidejiileg csak néhany

SNP vizsgalatat tették lehetévé. Ma mar tudjuk, hogy a multifaktorialis betegségekre
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valé hajlam sok genetikai variacid egyiittes eléforulasanak fiiggvénye és a betegség
kialakulasa soran a gének egymasra hatdsanak és epigenetikai tényezdknek is jelentds
szerepe van.

A myeloma kialakuldsdban szerepet jatszo genetikai variansok kutatdsa kezdetben
szinte kizarélag az ugynevezett kandidans gének polimorfizmusainak vizagalatara
szoritkozott. A 2000-es évek elejétdl attekintve az irodalmat 6 nagyobb csoportba
sorolhatok azok a hipotézisek, amelyek alapjan a vizsgalandd géneket kivalasztottak
[97, 156]. Ezek: a cytokinek szerepe, az immunvalasz, a DNS hibajavitas, a folsav
anyagcsere, az IGF, és az apoptozis. Ezek a vizsgalatok bar tobbszor igazoltak pozitiv
kapcsolatot a kérdéses génvariaciok és az MM kialakuldsa kozott, azonban az
eredmények megismétlése mas, fliggetlen betegpopulacion csak ritkan jart sikerrel. Ez a
tény, valamint a relativ kis betegszdm korlatozta a vizsgalatok statisztikai erejét. A
késébbiekben az SNP analizis automatizaldsaval egyszerre tobb szdzezer génvariacio
analizise valt lehetévé egyiddben, igy eldzetes prekoncepcid nélkiil, a teljes genom
vizsgalatara nyilt lehetdség. Ezaltal 1atotérbe keriilhettek olyan gének is, amelyeket
allitds elkeriilése azonban rendkiviil fontos, ezért ennek érdekében nagyon szigora
statisztikai szabalyok keriiltek bevezetésre az eredmények értékelésekor. A teljes gemon
asszociacios vizsgalatok esetében az elsd elemzés kritikus, hiszen a hamis pozitiv allitas
hosszu iddre tévitra vezetheti a kutatast és ezaltal éppigy komoly kdvetkezménye van,
mint annak, ha hamis negativ eredmény miatt fontos informéciot veszitiink. Ezért a
szigorii statisztikai kovetelményeken kiviil tovabbi Iényeges elvaras, hogy az

asszociacios vizsgalatok eredményit legalabb egy fiiggetlen populacion validalni kell.

6.2.2. 7pl5.3 (rs4487645), 3p22.1 (rs1052501) és 2p23.3 (rs6746082) SNP

meghatdrozas MM betegek és kontroll populdcio esetében.

2011-ben, az elsd teljes genom asszocidcids vizsgalat myelomaban harom SNP-t
azonositott, amely az eredmények alapjan szignifikans sszefiiggést mutatott a betegség
kialakulasaval [98]. Ezek uj genetikai régiok voltak, amelyek eddig még nem
szerepeltek a myeloma patomechanizmusaval Osszefiiggésben, de lehetséges

etiologianak bizonyulhatnak a késébbiekben, 01 megvilagitasba helyezve a betegség
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kialakuldsdban szereplé folyamatokat. Az eredmények megismétlése és megerdsitése
mas, fiiggetlen populdciokban nagymértékben hozzdjarul a kapott asszocidcid
megbizhatdsdgdhoz,  valodisdgdhoz. A 2011-ben  megalakult nemzetkozi
egylittmiikddés, a Nemzetk6zi Myeloma Multiplex Konzorcium (International Multiple
Myeloma rESEarch [IMMENSE]) részeként, 139 magyar MM beteg és 104 kontroll
személy részvételével mi is kozremiikodtink a kordbban kapott asszociacids
eredmények validaldsdban. Vizsgélatunk eredményei szerint a legerdsebb kapcsolatot a
myelomaval az rs4487645 C allél mutatta a 7p15.3 lokuszon. Ez a polimorfizmus a
DNAHI1 génhez (dynein axonemal heavy chain 11, ami a dynein nehézlanc
mikrotubulus dependens ATP-4z motor fehérjét meghatdroz6 gén) tartozik, amely
kapcsoltsagi kiegyensulyozatlansagi blokkban van a CDCA7L (cell division cycle
associated 7-like) génnel, amely egy MYC interakcios fehérjét kodol, és igy eldsegitheti
a MYC aéltal okozott transzformacids folyamatokat. A MYC deregulacio jellemzé a
plazmasejtes daganatokra, eddig altalaban a késdi progresszié eseményének gondoltak.
Az 0jabb vizsgalatok szerint azonban mar az MGUS-bol az MM-be torténd progresszio
sordn megjelenik a génexpresszids vizsgalatokon a MYC jelut fokozott aktivacidja
[157]. A MYC jelut kiemelt szerepe alapjan az utobbi idében kifejlesztett szelektiv
MYC inhibitorok jabb terapias lehetdséget jelenthetnek a myeloma kezelésében.

A masodik legerdsebb kapcsolatot az rs6746082 polimorfizmus A allélja mutatta a
2p23.3 lokuszon. Ez a DNMT3A (DNS-citozin-5-metiltranszferaz 3 alfa) génhez
kapcsolddo polimorfizmus, amely génszakasz a MM sejteket regulalé cytokinek — TNF-
a, INF-y, IL-4 — esetében fokozottan expresszalodo DNS metiltranszferazt kodolja
[158]. Direkt interakcié figyelheté meg az elébb emlitett DNS metiltranszferaz és a
MYC gén vonatkozasaban is, valamint a p21 és p15 cyclin-dependens kinaz inhibitorok
promoterének metilalasa révén korepresszorként szerepel. Mindez ismételten felhivja a
figyelmet a MYC kulcsfontossagl szerepére a myeloma patogenezisében, valamint az
epigenetikai folyamatok jelentdségét is kiemeli.

Az altalunk vizsgélt harmadik polimorfizmus, az rs1052501 a 3p22.1 ld6kuszon,
amelynek kapcsolata a myeloméval a mi eredményeink szerint a korabban kimutatott
szignifikancia mértékét nem érte el, az ULK4 gén egyik exonjan helyezkedik el. A gén
egy szerin-treonin proteinkindzt kodol, amely kulcsregulatora az mTOR medialta

autofagianak [159]. Az autofagiaval kapcsolatos géneket Osszefiiggésbe hoztak a
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daganatok keletkezésével, progresszidjaval és a kemoterapidra adott valasszal. Az

mTOR gétlok szintén 0j lehetséges terapias célpontok myelomaban.

6.2.3. Albumin / M-komponens (A/M) ardny és a; AMWBC pontrendszer
osszefiiggése a tuléléssel MM betegek esetében

Az irodalomban szamos myelomara vonatkozo klinikai és bioldgiai markert vizsgaltak a
tulélés szempontjabol prognosztikai faktorként, de konszenzus eddig nem sziiletett.
Korabbi publikacio igazolta, hogy a diagnoziskor észlelt A/M <1 érték esetén a tulélés
szignifikansan rosszabb, mint az A/M >1 esetében. A kérdéses vizsgalatban szerepld
betegek az akkori gyakorlatnak megfeleléen csak myelotoxikus kemoterapiaban
részesiiltek. Az elmult idészakban bevezett immunmodulald és proteaszéma inhibitor
kezelések eredményeként a myelomas betegek tulélése jelentsen javult. Ezért a korabbi
vizsgalatok altal meghatarozott prognosztikus markerek ismételt validaldsa sziikséges
az uj tipusu kezelésben részesiilo betegek esetében. Vizsgalataink az A/M hanyados
vonatkozasdban megerdsitették az eldzdekben észlelt eredményeket. A diagnoéziskor
észlelt A/M <1 érték esetén a tulélés ebben a betegcsoportban is szignifikdnsan rosszabb
volt, mint az A/M >1 esetében. A tortben szereplé mindkét tényezd kiilon-kiilon
szerepelt mar klinikai stddium meghatarozasokban, de az albumin és az M-komponens
egyiittes hasznalatar6l azonban nincs irodalmi adat. Mindkét paraméter a betegség
patomechanizmusaban kulcsfontossagu cytokin, az IL-6 hatdsat tiikrozi, egyrészt a
csontvelében a plazmasejt proliferacid6 kovetkezményeként termelt monoklonalis
fehérje mennyiségének novekedésén keresztiil, masrészt a majban az albumin
termelésének a gatlasan keresztiil. A tort formdju alkalmazésban ezek a hatdsok még
markéansabban nyilvanulnak meg.

A malignus plazmasejtek egyediilallo tulajdonsdga a folyamatos fehérjetermelés. A
termelt fehérje a betegség jelenlétének megbizhatd markere. A monoklondlis fehérjék
mérhetésége a myelomat a legjobb biomarkerrel rendelkez6 humén malignus
megbetegedéssé teszi. Ezeknek a monoklonalis fehérjéknek a mérését mar évtizedek ota
hasznaljak a klinikai gyakorlatban a plazmasejtes daganatban szenvedd betegek
diagnoézisara és monitorozasara. Mivel ezeket a fehérjéket genetikai atrendezddésen ¢€s

mutacion atesett B sejtek termelik, igy a fehérje-markerek az ket termeld neoplasztikus
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plazmasejtek mintegy genetikai ujjlenyomatdnak tekinthetok. A monoklonalis fehérjék
idedlis biomarkerek, mivel betegség specifikusak, és diagnosztikus értékiiek, erre példa
a monoklondlis illetve poliklonalis eltérés jelentdsége. Beteg specifikusak, azaz
igazolhatjadk, hogy egy adott beteg pl. IgA kappa myelomaban szenved. Mint
hagyomdnyos klinikai markereknek az a hatranyuk, hogy elsésorban a tumor tomeget
tiikrozik és nem a molekuldris heterogenitést, illetve a folyamat agresszivitasat, ezért
nem elég megfeleldek egy adott beteg progndzisanak pontosabb elérejelzéséért. Ezért az
A/M hanyados FISH vizsgalat eredményével torténd egyiitt alkalmazésa javasolhato.

A konnytilanc myeloma és a nem szekretdld myeloma esetében az A/M ardny nem

értelmezhetd, ezért ezekben az esetekben prognosztikai markerként nem alkalmazhato.
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7. KOVETKEZTETESEK

Kutatomunkam célja két gyakori malignus hematoldgiai betegség, a myelodysplasia és

a myeloma multiplex genetikai hatterének vizsgdlata, és myeloma esetében egyes

prognosztikai faktorok alkalmazhatosaganak elemzése volt. A célkitlizésekben

megfogalmazott kérdésekre a kovetkezd valaszokat kaptuk:

Myelodysplasiara vonatkozé megallapitasok

1.

A funkcionalis jelentséggel bir6 TNF-a cytokin polimorfizmusok vizsgélata
soran a TNF -238 és -308-as genotipus variaciok eloszldsdban nem talaltunk
szignifikans kiilonbséget a myelodysplasias betegek és az egészséges kontroll
személyek esetében. A TNF gén promoéter régido -238G>A és -308G>A
polimorfizmusainak hajlamosité szerepét MDS kialakulasaban vizsgélatunk nem

tamasztotta ala.

Sajat eredményeinket tekintve az egészséges kontroll személyek allélfrekvencia

crer

korabban publikalt magyar adatokkal.

Myeloma multiplexre vonatkoz6 megallapitasok

3.

4.

A fokozott cytokin termeléssel jaro TNF -308A (TNF2) ritka allél hordozasa
szignifikdnsan alacsonyabb frekvencidval fordult eld6 az MM betegek

csoportjaban a hasonlo életkorban 1évé magyar kontroll populécidhoz képest.
A TNF -308A (TNF2)-LTA 252G ritka allélokat tartalmazo6 haplotipus esetén is

szignifikansan alacsonyabb el6fordulasi ardny igazolddott a myelomas betegek

esetében az egészséges kontroll csoporthoz képest.
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5. Eredményink megismételhetok voltak multivaridcidos analizis soran is,

Osszehasonlitva az allél és haplotipus frekvencidkat az MM beteg és kontroll
csoport kozott életkor és nemek szerint illesztett tobbszords logisztikus
regresszidval is. Mind a TNF2 allél és a TNF2-LTA 252G haplotipus hordozé
allapot is szignifikdnsan 0Osszefliggdtt tobb, mint kétszeresen csokkent
esélyhanyadossal az MM betegcsoportba tartozassal, ugyanakkor hasonlo
Osszefliggés sem a tobbi allél, sem a 8.1 6si haplotipus hordozoé allapot esetében
nem volt megfigyelhetd.

A vizsgalt csoportokat életkor és nemek szerinti alcsoportokra bontva a TNF2
ritka allél és a TNF2-LTA 252G haplotipus hordozasa a fiatalabb korcsoportba
tartozokndl ¢és a nok esetében jelentett alacsonyabb rizikét a myeloma
el6fordulasat illetden.

A kiinduld hipotézisiink nem igazolddott, sét, eredményeink szerint a varidns
allél hordozasa mintegy védé hatdsunak bizonyult MM esetében, bar a kis

esetszam miatt ez az dsszefiiggés tovabbi megerdsitésre szorul.

. A LTA +252G allél, HSP70-2 +1267G all¢l, a RAGE -429C allél és az Osi
AHS.1 haplotipus tekintetében az eléfordulasi gyakorisag nem kiilonbozott az

MM betegek ¢€s a kontroll populaci6 esetében.

. Erés asszocidciot igazoltunk a 7pl15.3 lokuszon az rs4487645 polimorfizmus
tekintetében, a myeloma el6forduldsa szempontjabol kozel 1,4-szeresen
emelkedett kockazattal a C allélnak megfeleléen, amely egy MYC interakcios
fehérjét kodolo régioval all kapcsolatban, ezaltal eldsegitve a MYC altal okozott
transzformécios folymatokat. Ez a génszakasz eddig még nem szerepelt a
myeloma patomechanizmusaval dsszefliggésben, és a MYC szerepének kiemelt

értékelését veti fel.

. Erés kapcsolat igazolodott a myeloma eléfordulasa tekintetében a 2p23.3
l6kuszon talalhatdo rs6746082 polimorfizmus A allélja esetében is, amely a
DNMT3A génszakaszon taldlhatd, amely egy DNS metiltranszferazt kodol. Ez az

epigenetikai folyamatok fontossagat hangsulyozza.
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A 3p22.1 l6kuszon, az rs1052501 polimofrizmusnak megfelelden vizsgalatunk
eredménye a kordbban kimutatott szignifikans kapcsolat mértékét nem érte el.
Ennek ellenére az ebben a régioban elhelyezkedé ULK4 gén, amely egy szerin-
treonin proteinkindzt kodol, amely kulcsregulatora az mTOR medialta
autofagianak, az mTOR medialta autofagiara iranyitja a figyelmet a myeloma

patomechanizmusa tekintetében.

A myeloma diagnézisakor észlelt A/M <1 érték esetén a talélés szignifikdnsan
rosszabb, mint az A/M >1 esetében. Ez az 11j, nem myelotoxikus kezelésben
részesiilt betegek esetében is igazolhat6. A prognozis becslésére A/M hanyados
a FISH vizsgdlat eredményeivel kiegészitve egy Ilehetséges alternativ

megoldasként javasolhato.
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8. OSSZEFOGLALAS

Myelodysplasidban és myeloma multiplexben végeztiink vizsgalatokat, egyrészt
a betegség kialakuldsara hajlamositd genetikai tényezOkre, masrészt myeloma esetében
a prognozist befolyasold egyes klinikai paraméterekre vonatkozdan.

A TNF-a-nak bizonyitottan kiemelkedd szerepe van az apoptdzisban, ezéltal a
szabalyoz6 komplex autokrin és parakrin cytokin halézat fontos szerepldje.

Myelodysplasids syndroméban a fokozott cytokin termeléssel jar6 TNF -238 és
-308-as genotipus variaciok eloszlasat vizsgaltuk. Nem taldltunk szignifikans
kiilonbséget a betegek és az egészséges kontroll személyek esetében. A TNF gén
promoter régié -238G>A és -308G>A polimorfizmusainak hajlamositd szerepét MDS
kialakulasaban vizsgalatunk nem tdmasztotta ala.

Myeloma multiplexben a fokozott cytokin termeléssel jaro TNF -308A (TNF2)
ritka allél és a TNF2-LTA 252G haplotipus hordozoé éallapot a varakozassal ellentétben
szignifikdnsan alacsonyabb el6forduldst mutatott a myelomas betegek esetében, tobb
mint kétszeresen csokkent esélyhanyadossal az MM betegcsoportba tartozdssal. A
kiindulé hipotézisiink nem igazolddott sot, eredményeink szerint a varidns allél
hordozéasa mintegy védd hatastinak bizonyult a myeloma vonatkozasaban.

A Nemzetk6zi Myeloma Multiplex Konzorcium (International Multiple
Myeloma rESEarch [IMMENSE]) vizsgalatahoz csatlakozva sajat beteganyagunkkal
erds asszocidciot igazoltunk a 7pl15.3 Ilokuszon az rs4487645 polimorfizmus
tekintetében a myeloma el6forduldsa szempontjabol kozel 1,4-szeresen emelkedett
kockézattal a C allélnak megfeleléen, amely egy MYC interakcios fehérjét kodolo
régioval all kapcsolatban. Ugyancsak erds kapcsolat igazolodott a 2p23.3 16kuszon
talalhatdé rs6746082 polimorfizmus A allélja esetében 1is, amely egy DNS
metiltranszferaz enzimet koédol6 génszakaszon helyezkedik el.

Myelomdban egyszerti és konnyen reprodukalhaté klinikai paramétereket
alkalmazva prognosztikai markerként, a diagnoziskor mért albumin (A) ¢és
monoklondlis fehérje (M) alapjdn meghatarozott A/M <1 érték esetén a talélés
szignifikdnsan rosszabbnak bizonyult, mint A/M >1 esetében. Ez igazolhato volt 1j

tipusu, bortezomib és IMID bazisu kezelésben részesiilt betegek esetében is.
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9. SUMMARY

We conducted researches in connection with the genetic background of
myelodysplastic syndrome (MDS) and multiple myeloma (MM). In case of myeloma
we looked for simple, suitable prognostic factors that can effectively guide treatment
decision.

Tumor necrosis factor-alpha (TNF-a) has a central role in the dysregulated
apoptotic pathways observed in MDS. Among the potential MM growth factors it is a
survival factor for MM cell lines, induces MM cells in the cell cycle and promotes long-
term growth of malignant plasma cells.

Investigating the genetic polymorphisms of the 7NF gene with functional
significance in myelodysplstic syndrome we did not find any difference between MDS
patients and controls with respect to the distribution of TNF —238 and TNF -308
genotypes. In our work we could not support that the investigated genetic
polymorphisms of the TNF gene act as markers for predisposition to MDS.

In multiple myeloma both the carrier state of the high producer TNF-308A
(TNF2) variant allele and the TNF2-LTA 252G haplotype was associated with a
significant, more than two times decreased odds to belong to the multiple myeloma
group. It means that high production of these cytokines does not facilitate development
of MM but even may have a protective effect. Due to the low case number this result
should be further confirmed.

Joining with our study group to the IMMENSE consortium project, a very strong
association was shown by rs4487645 at 7p15.3 locus, with an almost 1,4- fold increased
MM risk for the C allele. This polymorphism site is in connection with a region that
encodes a MY C-interacting protein. Also a strong association was observed for the A
allele of the rs6746082 at 2p23.3 locus with a 1,22-fold MM risk. This annotates a gene
that encodes a DNA methyltransferase.

Finding simple, reliable, reproducible prognostic markers in multiple myeloma
using albumin (A) and monoclonal component (M), patients with A/M<1 at diagnosis
have significantly poorer prognosis, while A/M >1 refers to longer survival. It could be

confirmed in case of patients treated with novel therapies.
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12. KOSZONETNYILVANITAS

Koszonettel tartozom:

A Semmelweis Egyetm III. sz. Belgyogyaszati Klinika tanszékvezetdjének,
Prof. Dr. Karadi Istvdnnak tamogatasaért, a lehetdségért, hogy a klinika tudomanyos
munkdjaba bekapcsolodhattam.

Dr. Varkonyi Judit egyetemi docensnek a témavalasztisban, a beteganyag
Osszegyljtésében, a vizsgalati eredmények értékelésében nyujtott segitségéért,
tanacsiaiért és a kitartd biztatdsaért, amely nélkiil ez a dolgozat nem sziiletett volna
meg. Koszondm, hogy bevont az IMMEnS nemzetk6zi myeloma konzorcium
munkajaba is.

A molekularis genetikai vizsgaltok a Semmelweis Egyetem III. sz
Belgyogyaszati Klinika Kutatolaboratoriumdban torténtek, ezért kiillon koszonettel
tartozom Prof. Dr. Fiist Gyorgynek, aki mar sajnos nincs koztlink, de kutatdmunkam
kezdetén nagyon értékes segitséget nyujtott tanacsaival, és a statisztikai vizsgalatok
elvégzésével. A késobbiekben Prof. Dr. Prohdszka Zoltan volt segitségemre a
statisztikai szamitasok elvégzésében, akinek utmutatdsait, gyakorlati javaslatait eziton
is koszondm. Az altala vezetett munkacsoport tagjai mindig készségesen segitettek,
tamogattak. Kiilon koszonom Dr. Szilagyi Agnesnek és Dr. Csuka Dorottydnak a
lehetdséget, hogy genetikai kérdésekben egylitt gondolkodhattam veliik. Kovéacs
Margitnak a laboratériumi munkak technikai kivitelezésében nyujott szerepét
koszonom.

Prof. Dr. Melegh Bélanak, a Pécsi Tudomanyegyetem Kliniaki K&zpont Orvosi
Genetikai Intézet igazgatdjanak a LT-alpha polimorfizmus vizsgalatok elvégzéséért
mondhatok kdszonetet.

Koszonettel tartozom a Semmelweis Egyetem III. sz. és 1. sz. Belgyogyaszati
Klinika, valamint a Szent Laszlo6 Korhaz Hematologiai és Ossejt-transzplantacios

Osztalya hematologus kollégainak, akik a vizsgalatokban résztvevo betegeket kezelték.
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Dr. Varga Gergelynek a hazivédéssel kapcsolatos alapos ¢és értékes munkajat
koszonom.

Koszonettel tartozom kozvetlen kollégaimnak, hogy biztositottdk szamomra a
disszertacidé megirasdhoz sziikséges feltételeket.

Végiil halasan koszondm a hatteret biztositd csaladomnak a sok tiirelmet,

megértést és biztatast, amivel tdmogattak és segitettek az elmult idészakban.
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