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BEVEZETES

A tumorokban bekovetkezd epigenetikai valtozasokrol kozolt elsé adatok 1983-bol
szarmaznak. Mara bebizonyosodott, hogy a génexpresszidos mintazatban a DNS
szekvencidjanak modosulasa nélkiil bekovetkezd valtozasok - melyek érinthetik a DNS-
metilaciot, a hisztonkodot €s a kiilonbozé nemkodoldo RNS-eket egyarant - a transzlokacidkhoz
¢s molekularis genetikai eltérésekhez hasonléan a malignus betegségek, €s azon beliil a
leukémia patogenezisének fontos tényezdi. A zavartalan hemopoézishez nélkiilozhetetlen az
epigenetikai szabalyoz6 mechanizmusok intaktsaga, amelyek komplex kisiklasat az
onkohematologiai korképekben bizonyitékok egyre névekvd sora tamasztja ald. A sejtek
metabolizmusanak Otto Warburgrol elnevezett jellegzetes megvaltozdsa, mely magéaban
foglalja a fokozott glikolizist és laktatképz6dést, szintén a malignus betegségek jellemz6
sajatossaga. A sejtanyagcsere és az epigenetikai szabalyozas megvaltozasa ugyanakkor
egymastél nem ¢élesen elhatarolhatd, mivel a Warburg effektusban szamos epigenetikai
mechanizmus jatszik szerepet. A metabolizmus és az epigenetika kozos sajatossaga, hogy az
Oket érintd valtozasok a citogenetikai €és molekuldris genetikai eltérésekkel ellentétben
reverzibilisek, ezaltal a beavatkozas lehetdsége alapveten kiilonbozik. Az ezen valtozasokat
célzo terapias szerek az eddigi adatok szerint eredményesen kombinalhatok mind egymassal,
mind Konvencionalis kemoterapias szerekkel. Az epigenetikai valtozasokra a reverzibilitas
mellett jellemzd, hogy a genetikai eltéréseknél gyakran idében kordbban bekdvetkeznek, és a
kromatindllomany szerkezetének modosulasa révén kovetkezményes genetikai valtozasokat
indukalnak. Az egyes tumorszuppresszor gének, onkogének és transzlokaciok révén képz6do
fuzios onkoproteinek malignus betegség kialakulasat gatld vagy eldsegitd hatdsa ugyanakkor
rendszerint masodlagosan kialakul6 epigenetikai eltérésekhez kotott.

Genetikai ¢€s epigenetikai valtozdsok tehat egyiittesen, egymassal sokszoros
kolcsonhatasban allva jarulnak hozza a génexpresszids mintdzatot meghatdrozd komplex
szabalyozd halozat miikodésének malignus betegség kialakuldsahoz vezetd kisiklasdhoz. A
jovOben az egyes terapids szerek kombinacidjanak megvalasztisa lehetdség szerint egyénre
szabottan, a genetikai, epigenetikai és metabolikus eltérések egyiittes értékelése alapjan kell,

hogy torténjen, ezaltal ndvekedhet a taléldk szama, €s javulhat a talélok életmindsége.



IRODALMI ATTEKINTES

Az epigenetikai szabalyozas fébb jellemzoi

Az epigenetika elsé definicioja 1942-b6l, Conrad Hal Waddingtontdl szarmazik, mely
szerint az epigenetika felelds a genotipus fenotipusban torténé megnyilvanulasaért. Az elsd
definicié megsziiletését szamos tovabbi kovette. A 2000 6ta leggyakrabban hasznalt, Wolffe és
Guschin nevéhez fiiz6dé verzido értelmében az epigenetika mindazon szabalyozd
mechanizmusokat magaba foglalja, melyek nyoman a génexpresszios mintazat a DNS
szekvenciajanak megvaltozasa nélkiil modosul.

Az epigenetikai modositasok legfobb tipusai a DNS-metilacio, a hiszton modifikacio, a
nemkodold RNS-ek, koztiik mikro-RNS-ek altal 1étrejovo génexpresszios valtozasok és a
nukleoszéma remodelling. Az epigenetikai markerek fontos sajatossdga, hogy o6rokolheto,
ugyanakkor reverzibilis valtozasok. Nagyfoku plaszticitas jellemzO rajuk, hiszen a
differenciaci6 ¢és egyedfejlodés soran, tovabba kornyezeti tényezOk hatdsara rendkiviil
dinamikusan valtoznak.

DNS-metilacio, -demetilacio és —hidroximetilacié

A DNS-metilacio kovalens moédositas, melynek soran DNS metiltranszferaz (DNMT)
enzimek S-adenozil-metionin (SAM) molekularél szarmazo metilcsoportot kapcsolnak a CpG
dinukleotidok citozin bazisainak 5’ szénatomjahoz. A DNS-metilacio a transzkripcio
represszidjat eredményezi.

A DNS demetilacioja lehet passziv és aktiv folyamat. Passziv demetilacié esetén a
replikacidé soran Ujonnan képzddd DNS-szalon elmarad a fenntartd metilacid, mig az aktiv
demetilacio tobb Iépésben, 5-hidroximetilacion keresztiil megvalosuld folyamat. Az 5-
hidroximetilcitozin (5-hmC) 5-metilcitozinbdl (5-mC) torténd képzédését a TET nevi,
haromtagli enzimcsalad katalizalja. Mivel a TET enzimek kofaktoraul szolgal6 a-ketoglutaratot
az izocitrat dehidrogendz (IDH) enzimek allitjak eld, ezért a DNS-metilaciés mintazat
szabalyozasaban az IDH1 és IDH2 kozvetetten igen fontos szerepet tolt be.

A TET2 enzimnek kiemelt jelentséget tulajdonitanak a hemopoézis epigenetikai
szabalyozasaban. Mutacid révén kialakuld haploinszufficiencidja a hemopoetikus Gssejtek
(HSC) homeosztazisnak felborulasahoz, 6nmegujitd képességiik koros mértékii fokozddasdhoz

.....

tekinthetd sejtklonok jonnek 1étre.



Hiszton acetilacié és deacetilacio, hiszton deacetilaz és sirtuin enzimek

A hiszton fehérjék struktiralatlan N-terminalis részén bekovetkezd kovalens modositasok
Osszességét hisztonkodnak nevezziik. A hiszton acetiltranszferaz enzimek (HAT) altal
katalizalt acetilacido a transzkripcié aktivacidjahoz vezet. Az acetilacioval szemben a
deacetilacio a génexpresszio represszidjat eredményezi. A jelenleg ismert 18 kiilonb6z6 hiszton
deacetilaz (HDAC) enzimet 4 csoportba soroljuk. A HDAC fehérjék a IlI-as csoportba tartozo,
kofaktorként NAD*-ot hasznosité sirtuinok (SIRT) kivételével Zn?*-fiiggd enzimek.

A NAD* kofaktort igénylé SIRT enzimek nélkiilozhetetlen szerepet toltenek be a
metabolizmus szabdlyozdsdban. Koziilik a SIRT6 kolcsonhat a glikolitikus gének
glikolizis szabalyozasaban. A vérképzés epigenetikai szabalyozasanak karmestereként szamon
tartott TET2 enzimet a hiszton deacetilazok koziil a SIRT6 szabalyozza, melynek csendesitését
kovetden az 5-hmC szint megnovekedését észlelték. Kronikus limfoid leukémiaban (CLL) a

Akut mieloid leukémiaban (AML) igazoltak a HDAC4 kolcsonhatasat az FLT3 jelatviteli
utvonalahoz tartozo PRL3 fehérjével. Gyermekkori akut limfoid leukémiaban (ALL) a HDAC4
magas expresszios szintje Kedvezétlen prognozist jelez, és prednisonra adott kedvezotlen
terapias valasszal tarsul.

Mikro-RNS-ek szerepe a hemopoézis és a karcinogenezis soran

A mikro-RNS-ek 19-24 nukleotid hosszusagu, evoliciosan konzervalt nemkodolo RNS-
molekulak, melyek a génexpressziot poszttranszKripcios szinten szabalyozzak.

A mikro-RNS-ek expresszids szintje a hemopoetikus sejtek differencialodasa kozben
dinamikusan valtozik, szabalyozo szerepiik azonban az érett sejtek miikddésének, funkciojanak
befolyasolasara is kiterjed. A miR-125b a hemopoézis kapcsan egyik legintenzivebben

tanulmanyozott mikro-RNS. A magas miR-125b expresszios szint igazoltan gatolja a mieloid

------

crcr

transzformaciojanak iranyaba hat. A hemopoézis epigenetikai szabalyozasanak karmestereként
szamon tartott TET2 enzim szabalyozasaban egyéb mikro-RNS-ek mellett a miR-26a szerepét
tartjak jelentdsnek.

Az els6 bizonyiték, mely mikro-RNS-ek és malignus betegség kialakuldsa kozotti
kapcsolatot igazolt, 2002-b6l szarmazik, amikor Calin és munkatarsai a CLL-es betegek tobb
mint felében deletalodd 13ql4-es régioban a tumorszuppresszor tulajdonsagti miR-15-6t és
miR-16-ot azonositottak. Azota bebizonyosodott, hogy a mikro-RNS-eknek szerepe van a

daganatok iniciacidjaban és progressziojaban, tovabba az epithelialis-mesenchymalis tranziciod
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szabalyozasa révén a metasztazisok kialakulasa soran is. A mikro-RNS expresszios profilokbol
sok esetben kovetkeztetni lehet a tumor tipusara és annak stadiumara egyarant.

A fehérjekodold génekhez hasonléan onkogén és tumorszuppresszor tulajdonsaga mikro-
RNS-ek szintén ismertek, melyeket az irodalomban oncomiR-ként, illetve anti-oncomiR-ként
jelolnek. Jol ismert anti-oncomiR a miR-124, mely a CDK6 szabalyozasa, és ezaltal a
kontrollalatlan sejtosztodas gatlasa révén fejti ki tumorszuppresszor hatdsat. A hematoldgiai
malignus betegségekben egyik leginkabb up-regulalt onkogén tulajdonsagi mikro-RNS-ként

A tobbi epigenetikai szabalyoz6 mechanizmushoz hasonldan a leukémia patogenezisében
a mikro-RNS-ek is fontos szerepet jatszanak. A betegek kiilonb6z6 citogenetikai és molekularis
genetikai eltérések alapjan meghatarozott csoportjai esetén jellegzetes mikro-RNS expresszios
profilokat azonositottak. A miR-15 és a miR-16 delécidjat vagy down-regulaciojat a CLL-ben
szenvedd betegek 68%-anal igazoltak. AML-ben a miR-125b expresszids szintjének nem
kevesebb mint 90-szeres megemelkedése jellemz6. Szintén AML-ben pozitiv korrelaciot
észleltek a diagndzis idején megallapitott fehérvérsejtszam, valamint a miR-30b, miR-30c,
miR-155, illetve miR-181b expresszids szintje kozott.

A mikro-RNS-ek klinikumban torténé alkalmazasat elésegiti nagyfokt stabilitasuk. A
mikro-RNS-ek alkalmazhatok a differencialdiagnosztika és a prognosztika teriiletén egyarant,
emellett expresszids szintjik modositasa terapias célokra is felhasznalhato. Ismert, hogy a
mikro-RNS-ek a kemorezisztencia kialakulasahoz tobbféle modon is hozzajarulhatnak, ezzel
Osszhangban az expresszios profilok legigéretesebb klinikai alkalmazasanak a kezelésre adott
valasz eldrejelzését tekintik. Eldzetes eredmények szerint a mikro-RNS expresszids szintek
vizsgélata a jovében a minimalis rezidudlis betegség megallapitasaban is segitséget nydjthat.
Epigenetika és metabolizmus koélcsonos egymasra hatasa

2010 ota ismert, hogy az intermedier metabolizmus szinte valamennyi enzimének
aktivitasat befolyasolja a HAT enzimek altal katalizalt poszttranszlacids acetilacio, melynek
mértéke Gsszefliggést mutat az egyes tdpanyagok, koztiikk a gliikdz, aminosavak ¢és zsirsavak
modositasokért felelds fehérjék fontos szerepet toltenek be, azonban a metabolizmus is visszhat
az epigenetikai szabalyozasra, hiszen a kiilonb6z6 epigenetikai markereket 1étrehozo és

eltavolitd enzimek tilnyomo tobbsége metabolit kofaktorokat igényel miikdéséhez.

A Warburg effektus és annak epigenetikai hattere



Otto Warburg 1920-as években tett megfigyelése szerint a tumorsejtek elegendé oxigén
jelenlétében is a fokozott laktatképzodést preferdljak az oxidativ foszforilacidval szemben.
Azdbta bebizonyosodott, hogy a rola elnevezett, a tumorsejtek megvaltozott metabolizmusat
jelolé Warburg effektushoz a fokozott glikolizis mellett szamos egyéb valtozas is hozzatartozik.

A glikolizis iiteme az egészséges sejtekhez képest akar 200-szoros is lehet, amelyhez a
fokozott gliikozfelvétel mellett a glikolitikus gének overexpresszidja is jelentés mértékben
hozzajarul. A fokozott glikolizis soran nagy mennyiségben képz0do laktatot a tumorsejtek az
extracellularis térbe valasztjak ki. A laktat koncentracioja altalaban csak lokalisan, a tumoros
mikrokdrnyezetben emelkedik meg jelentdsen.

A glikolizis sordn egy molekula gliikoz felhasznédldsdval az oxidativ foszforilacidhoz
képest gyorsabban, de 1ényegesen kevesebb, 36 helyett mindossze 2 ATP-molekula képzddik.
Az oxidativ foszforilacio hattérbe szoruldsanak kévetkeztében a mitokondriumokban képzodo
reaktiv oxigéngyokok (ROS) mennyisége is jelentés mértékben visszaesik. A HSC sejtek
annak lecsokkenése a hemopoézis megzavarasat eredményezi.

A malignusan transzformalodott sejtekben szdmos tovabbi, az egy szénatomtartalmu
csoportok metabolizmusat érint valtozast leirtak. A Warburg effektusra a fentiek mellett
jellemz6 az anabolikus folyamatok ¢és a glutaminolizis fokozdodasa, valamint bizonyos
metabolikus enzimek tumorspecifikus izoformainak expresszidja, melyek koziil
legismertebbek a piruvat kinaz M2-es (PKM2), illetve a hexokinaz II-es izoformaja (HK II). A
malignus betegségekben gyakoriak a citratkor enzimeit érintd mutaciok, amelyek altal
leggyakrabban érintett enzimek hematologiai malignus betegségekben az IDH, szolid
tumorokban pedig a fumarat hidrataz (FH) és a szukcinat dehidrogenaz (SDH). Mindharom
esetben a-ketoglutarat analog molekulak szaporodnak fel, ami kompetitiv antagonizmus révén
az o-KG-dependens enzimek, koztiik az epigenetikai modositasokért felelos TET2 és a Jumonyji
C domént tartalmazé hiszton demetildzok gatlasat eredményezi.

Mara bebizonyosodott, hogy a Warburg effektusban az epigenetikai szabalyozo
mechanizmusok kisiklasa is fontos szerepet tolt be. Koziiliikk legtobb adat a sirtuin tipust
hiszton deacetilaz enzimek, valamint a mikro-RNS-ek metabolizmusra gyakorolt hatasarol all
rendelkezésre.

A SIRT3 a piruvat dehidrogenaz (PDH) enzimkomplex és az intracellularis ROS szintek
szabalyozasa révén egyarant ellenstilyozza a Warburg effektust, azonban mig a SIRT4 gatolja,
addig a SIRT3 eldsegiti a tumorsejtekre jellemzd fokozott glutaminolizist. Az anti-Warburg

hatasa miatt szolid tumorokban tumorszuppresszor tulajdonsagunak tartott SIRT6 kiemelt
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szerepet tOlt be a sejtek gliikkdoz homeosztazisanak epigenetikai szabalyozdsdban. Gatolja a
sejtek fokozott gliikozfelvételét és a glikolitikus enzimek overexpressziojat.

Az onkogén miR-155 indirekt médon fokozza a hexokinaz HK 1l izoformajanak
expressziojat. Ezzel szemben a tumorszuppresszor miR-124 gatolja a tumorspecifikus PKM2
izoforma kifejezodését. A c-Myc a glutaminaz enzimet represszaldo miR-23a és miR-23b gatlasa
révén segiti el6 a malignusan transzformalodott sejtekben a fokozott glutaminolizist. AML-ben
szenvedo betegektdl szarmazo granulocitakban igazoltak, hogy a miR-23b és a miR-26a a ROS
piruvat dehidrogenaz komplex X nevii komponensének (PDHX) szabdlyozasa altal a miR-26a
hozzéjarul az acetil-CoA mennyiségének daganatsejtekre jellemz6 csokkenéséhez, valamint a
piruvat és laktat akkumulacidjahoz. A miR-378* a PGC1B-val kolcsonhato ERRy és GABPA
fehérjék gatlasa révén a citratkori enzimek expresszios szintjének csokkenését okozza.
Epigenetikai és metabolikus eltérések jelentosége a leukémia patogenezisében

Mara bebizonyosodott, hogy a malignus betegségek kialakuldsanak hatterében a
génexpresszids mintdzatot meghatarozd komplex szabalyozd halozat szdmos elemének
egyideji funkciozavara all, és a tumorok Iétrejottében a genetikai eltérések mellett az
epigenetikai valtozasok halmozodasa szintén kiemelt jelentdséggel bir.

A kiilonb6z6 epigenetikai mechanizmusok egymas miikodését kdlesondsen befolyasoljak,
azonban az egyes epigenetikai szabalyozasért felelés enzimek és mikro-RNS-ek nemcsak
egymassal, hanem a hematoldgiai malignus betegségekre jellemzd fuzios géntermékekkel és a
molekularis genetikai eltérések altal érintett fehérjékkel is sokszoros kdlcsonhatasban allnak.

Az eddig rendelkezésre 4ll6 eredmények alapjan leukémiaban az epigenetikai ¢és
metabolikus eltérések jelenléte sokszor mar a citogenetikai és molekularis genetikai eltéréseket
megelézOen észlelhetd. Mindez, az epigenetikai €s metabolikus valtozdsok reverzibilis
természetével egylittesen a terapias beavatkozas lehetdségének 1j szintjét nyitja meg, és egyben
jelzi az eltérések lehet6 leghamarabb torténd kimutatasanak jelentoségét.

Az epigenetikai és metabolikus tamadasponti szerek kombinacidja egymassal és
konvencionalis kemoterapias szerekkel egyarant igéretes lehetdség a hematoldgiai malignus
betegségek kezelésében. AML és ALL sejtvonalakon példaul a NAD'-fliiggetlen hiszton
deacetildz enzimek és a NAD'-fliggd sirtuinok egyidejlii gatlasa esetén szinergisztikus
antileukémias hatéast tapasztaltak. A HDAC és a DNMT enzimek gatloszerei novelhetik a
malignusan transzformalodott sejtek fogékonysagat a konvencionalis kemoterapids szerekkel
szemben. Ugyanakkor nemcsak az epigenetikai tamadasponti szerek befolyasolhatjak a

konvencionalis terdpias szerek alkalmazéasanak eredményességét. Bizonyitékok novekvd sora
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igazolja, hogy a konvencionalis kemoterapias szerek szertedgazd epigenetikai valtozasokat
indukalnak.

Az eredményesebb kezeléshez feltétlentil sziikséges a jelenlegieknél specifikusabban hat6
¢és kevésbé toxikus szerek alkalmazasa, amely feltételeknek az epigenetikai és metabolikus
tamadéaspontu terdpias szerek sok szempontbol megfelelnek, azonban fontos szem elott
tartanunk, hogy a specificitas sokszor ezen esetekben is elégtelen, valamint kemorezisztencia a
konvencionalis kemoterapeutikumokhoz hasonléan a célzott terapias szerekkel szemben is

kialakulhat.
CELKITUZESEK

A felnéttkori hematoldgiai malignus betegségekben, elsdsorban akut mieloid leukémiaban
szenvedd betegek csontveld mintdin végzett Western blot és RT-qPCR vizsgalataink legfobb

céljai az aladbbiak voltak:

(1) NAD"-fiiggé és NAD*-fiiggetlen hiszton deacetilaz enzimek expresszios szintje

kozotti kapcsolat vizsgalata

(2) A SIRT6 és a HDAC4 hiszton deacetilaz enzimek patogenetikai szerepének

vizsgalata
(3) A miR-378*, miR-23D, illetve miR-26a patogenetikai szerepének vizsgalata

(4) Hiszton deacetilazok és mikro-RNS-ek expresszios szintjének osszehasonlitasa a

felnéttkori AML kiilonboz6 alcsoportjaiban

(5) Hiszton deacetilaz enzimek és mikro-RNS-ek expresszios szintje, valamint a

diagnozis idején megallapitott klinikai adatok kozotti dsszefiiggések vizsgalata

(6) Kemoterapia indukalta valtozasok tanulmanyozasa hiszton deacetilaz enzimek és

mikro-RNS-ek expresszios szintjében



MODSZEREK

Betegek és felhasznalt mintak

Munkank soran 0sszesen 45, hematologiai malignus betegségben szenvedd felndtt betegtol
szdrmazo, egyenként 1,5-2 ml mennyiségii, a diagnoézis idején EDTA-tartalma csébe levett
csontvel6 mintaban hataroztuk meg fehérjék, mRNS-ek €s mikro-RNS-ek expresszids szintjét.
A mintakat BM001-t61 BM080-ig kodoltuk, és a feldolgozas kezdetéig -20°C-os hdmérsékleten
taroltuk. A betegek tulnyomd tobbsége akut mieloid leukémiaban szenvedett (n=32 a
fehérjeszintl vizsgalatok esetén és n=27 az RNS-vizsgalatok soran). Ezen feliil mind a fehérje-
, mind az RNS-szintli vizsgalatok soran felhasznaltuk akut limfoid leukémiaban (n=2), kevert
fenotipusu akut leukémidban (n=1), mielodiszpldzids szindromdban (n=4), hajas sejtes
leukémidban (n=1), illetve csontveldi infiltracioval tarsul6 Hodgkin lymphomaban (n=1)
szenvedd betegek mintait. Tovabbi két minta egyéb tipusi malignitasokban szenvedo
betegektdl szarmazott (BM067: tiidé adenocarcinoma, BMO039: mieloid sarcoma), melyek
csontveldi érintettség jeleit nem mutattdk. Két, FAB M5 altipust AML-es beteg esetén a
diagndzis idején levett minta mellett egy-egy, a kezelés kezdetétdl szamitott 4 hét mulva levett
csontveld minta vizsgalata is megtortént. A citogenetikai és molekularis genetikai eltérések
(kariotipus, FLT3-1TD ¢és FLT3-TKD mutacio, az NPM1 gén 12-es exonjaban bekovetkezo 4
bazisparnyi inszercid), a csontveldi blaszt ardny meghatarozasa, tovabba a periférias vérkép
vizsgalata a rutin diagnosztikai eljarasok keretében tortént a Debreceni Egyetem Laboratoriumi
Medicina-, illetve Pathologiai Intézetében.
Etikai engedély

A csontveld mintdk levétele, taroldsa és az azokon végzett valamennyi laboratoriumi
vizsgalomodszer végrehajtasa a Helsinki Deklaracioban foglalt iranyelvek szerint, valamint az
altalunk benyujtott DEOEC RKEB/IKEB 3955-2013 protokoll azonositéji kutatas
Egészségligyl Tudomanyos Tanacs Tudomanyos és Kutatasetikai Bizottsag altal jovahagyott
etikai engedélyében (ETT TUKEB 12497-5/2014 EKU, 115/2014) foglaltak betartasaval
tortént. Ezen engedély nem terjedt ki egészséges Onkéntes donoroktol torténd csontveldi
mintavételre.
Mintapreparalas Western blot analizishez

500 pl mennyiségli, EDTA-tartalmu cs6be levett, a feldolgozasig -20°C-0s hdmérsékleten
tarolt csontveld mintat a felolvasztast kovetden protedz inhibitor koktélt (PIC) (Sigma,
katalogusszam: P8340) tartalmazo6 lizispufferben lizaltunk, majd szonikaltunk. A mintdk

fehérjetartalmat BCA fehérjemeghatarozo reagensek (Life Technologies, katalogusszam:
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23225) felhasznalasaval, 490 nm hulldmhosszon torténd spektrofotometria segitségével
hataroztuk meg. Az eredményeket az Origin 8 programmal értékeltiik ki. Az igy eldkészitett
mintdk 20-20 pl-es mennyiségeit 2x-eS SDS mintapuffer tartalmi oldatban (Sigma,
(ThermoBlock, 10 min, 100°C) tovabbi felhasznalasig ismételten lefagyasztottuk (-20°C).
Western blot analizis és denzitometria

A fentebb irtak szerint el0készitett mintakbol 50 pg fehérjét tartalmazd mennyiségeket
(12,5 pl) vittiink fel 10%-os gélekre SDS poliakrilamid gélelektroforézishez (SDS-PAGE),
melyet 120 V fesziiltség beallitasaval végeztiink, 90 percig, Dual Color fehérjestandard
(BioRad, katalogusszdm: 1610374) felhasznalasaval. Ezt kovetéen a fehérjék nitrocelluldz
membranra torténd transzferalasi 1épését 110 V-on hajtottuk végre, szintén 90 percig. A
membran aspecifikus kotéhelyeit 5%-0s marhaszérum albumin (BSA) tartalmt oldatban valo
inkubacioval blokkoltuk, 60 percen at. Az alkalmazott primer és szekunder antitestek az
alabbiak voltak: anti-HDAC4 (Cell Signaling, katalogusszam: 2072, higitas: 1:1000), anti-
SIRT6 (Cell Signaling, katalogusszam: 8771, higitas: 1:1000), anti-LAMIN A/C (Santa Cruz
Biotechnology, katalogusszam: sc-20681, higitas: 1:1000), anti-GAPDH (Santa Cruz
Biotechnology, katalogusszam: sc-47724, higitas: 1:5000), anti-rabbit (Sigma, katalogusszam:
A0545, higitas: 1:7000), anti-mouse (Cell Signaling, katalogusszam: 7076, higitas: 1:5000). A
vizsgalt fehérjék molekulatomege: HDACA4: 140 kDa, SIRT6: 42 kDa, LAMIN A&C: 69&62
kDa, GAPDH: 37 kDa. A membranok inkubacidjat az elsddleges antitestekkel 16 Oran
keresztiil, 4°C-on, a masodlagos antitestekkel 2 6ran at, szobahdén végeztiik. Az anti-GAPDH
kivételével valamennyi elsOdleges antitest esetén anti-rabbit masodlagos antitestet
alkalmaztunk. Az anti-GAPDH esetén az alkalmazott szekunder antitest anti-mouse Volt.
SuperSignal West Pico Chemiluminescent Sustrate (Life Technologies, katalogusszam: 34080)
¢s SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity Substrate (Life Technologies,
katalogusszam: 34095) felhasznalasaval a keletkez6 kemilumineszcens jeleket a FluorChem
FC2 géldokumentécids rendszer (Alpha Innotech) és az AlphaEase FC szoftver segitségével
detektaltuk. Az aspecifikus savok meghatarozasa érdekében masodik antitest kontroll
vizsgalatot (anti-rabbit) végeztliink. Denzitometrids analizis céljabol az Image J szoftvert
alkalmaztuk. A belsé kontrollokra (LAMIN A/C, illetve GAPDH) torténé normalizalas révén
meghataroztuk a vizsgalt fehérjek (HDAC4, illetve SIRT6) relativ expresszios szintjét az egyes
mintdkban. Adott fehérje atlagos relativ expresszios szintjét minden esetben két Western blot
vizsgéalat eredménye alapjan hatdroztuk meg. A hematologiai malignus betegségekben

szenvedo feln6tt betegek csontveld mintaiban igy nyert atlagos relativ expresszids szinteket a
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fentebb irt két, csontveldi infiltraciét nem mutatd mintdban (BM039, BM067) nyert relativ
expresszios szintek atlagara normaltuk.

Az EDTA-tartalmu csovekbe levett csontveld mintak 500-500 pl-¢hez megegyezo
mennyiségli TRI reagenst adtunk hozza (Sigma, katalogusszam: T9424), majd kloroform,
izopropanol ¢és etanol felhaszndlasaval izolaltuk a teljes RNS-frakciot. Az izolalt RNS-t
koncentrator késziilékkel (Concentrator plus, Eppendorf) beszaritottuk, majd nukleazmentes
vizben (NFW) (Lonza, katalogusszam: 51200) reszuszpendaltuk. Az izolalt teljes RNS-frakcio
260 nm hullamhosszon. Az izolalt RNS-t tovabbi felhasznaléasig -70°C-on taroltuk.

Reverz transzkripcié és kvantitativ polimeraz lancreakcio

Munkank soran 6 kiilonb6z6 mikro-RNS (miR-124, miR-155, miR-378*, miR-23b, miR-
26a) ¢s 2 kiilonbozd hiszton deacetilaz enzim (HDAC4, SIRT6) relativ expresszids szintjét
hataroztuk meg hematoldgiai malignus betegségekben szenvedd felndtt betegek csontveld
mintaibol a fentiek szerint izolalt teljes RNS-frakcidokban, reverz transzkripcio (RT) és
kvantitativ polimerdz lancreakcié (qPCR) segitségével. Referencia génként az irodalomban
ajanlott U6 spliceosomalis RNS-t alkalmaztuk. Az izolalt teljes RNS-frakcié koncentraciojatol
figgden 900-1500 ng RNS reverz transzkripcidjat végeztiik el az Omniscript RT kit (Qiagen,
katalogusszam: 205113) segitségével, 20 ul reakciotérfogatban, mely minden esetben
A reverz transzkripciot 60 percig végeztiik, 37°C homérsékleten. A qPCR reakciokat
LightCycler 480 Master késziilékkel (Roche) hajtottuk végre, melyek soran a mikro-RNS-ek
esetén UPL21 probat (Roche, kataldgusszam: 04686942001) és 5 U/ul koncentracioji Taq
polimeraz enzimet (ThermoFisher Scientific, katalogusszam: EP0402), mig a hiszton deacetilaz
enzimek és az U6 spliccosomalis RNS esetén 2x SYBR Green Mastermixet (Roche,
katalogusszam: 04887352001) alkalmaztunk. A qPCR reakciokat minden esetben
triplikditumban végeztiik, 20 ul reakciotérfogatban, mely a 2x-re higitott RT-termékbdl 5 pl-t
tartalmazott. A qPCR reakciok soran alkalmazott hémérsékleti profil az alabbi volt:

-iniciacio: 3 perc 95°C (1x)
-amplifikacio: 10 sec 95°C, 30 sec 58°C, 1 sec 72°C (45x%)
-hiités: 10 perc 40°C (1x).

A mikro-RNS-ek MirBase adatbazisban megtalalhatdo (www.mirbase.org) szekvenciaja

alapjan szekvenciaspecifikus stem-loop és forward primereket terveztiink, egy a Czimmerer

Zsolt ¢és munkatarsai altal 2013-ban publikalt, online elérhetd szoftver segitségével
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(www.mirnadesigntool.astridresearch.com). A mikro-RNS-ek relativ expresszios szintjének
gPCR segitségével torténd meghatarozdsdhoz univerzélis reverz primert alkalmaztunk. A
HDAC ¢s SIRT6 mRNS-szintli relativ expresszids szintjének meghatarozasdhoz sziikséges
primereket az online elérhetd6 Universal Probe Library Assay Design Center
(www.lifescience.roche.com) segitségével terveztik meg. Az U6 spliceosomalis RNS

vizsgalatahoz korabban publikalt primerszekvencidkat alkalmaztunk. Az RT-reakciokhoz

crer

s

crer

szintén 20 pl térfogath reakcidelegyek a qPCR soran.
A gPCR adatok kiértékelése

Valamennyi qPCR reakciot triplikditumban végeztiikk. A Cp értékeket a Light Cycler 480
SW 1.5.0 szoftverrel, a relativ kopiaszamot a ACp modszer segitségével hataroztuk meg. Az igy
nyert értékekbdl triplikatumonként atlagot szamitottunk, majd a vizsgalt gének ¢és a
referenciagén esetén kiszamitott atlagértékek hanyadosanak meghatarozasaval kaptuk meg a
vizsgalt gének relativ expresszids szintjét.
Statisztikai analizis, klaszteranalizis és abratervezés

A statisztikai analizist (Kolmogorov-Smirnov teszt, t-teszt, Mann-Whitney teszt, Pearson-
féle korrelacio, Spearman-féle rangkorrelacid) a SigmaStat 3.0 szoftver segitségével végeztiik.
A korrelacios koefficiens (r) abszolut értéke szerint nagyon szoros (0.7<|r|<1.00: Pearson,
0.8<|r|<1.00: Spearman), szoros (0.4<|[r|<0.7: Pearson, 0.6<|r|<0.8: Spearman), kozepes
(0.3<|r|<0.4: Pearson, 0.4<[r|<0.6: Spearman), gyenge (0.2<|r|<0.3: Pearson, 0.2<|r|<0.4:
Spearman), illetve elhanyagolhato (0<|r|<0.2: Pearson, 0<|r|<0.2: Spearman) korrelaciokat
allapitottunk meg. Klaszteranalizis céljabol a Cluster 3.0 szoftvert, az abrak tervezéséhez a Java
Treeview és a GraphPad Prism 5.00 szoftvereket alkalmaztuk. Az egyes betegcsoportok

Osszehasonlitdsa esetén az abrakon feltiintettiik a median értéket és az interkvartilis terjedelmet.
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EREDMENYEK

Munkénk soran hematoldgiai malignus betegségekben szenvedd felnétt betegek diagnodzis
idején levett csontveld mintaiban hataroztuk meg mikro-RNS-ek, tovabba hiszton deacetilaz
enzimek mMRNS- ¢és fehérjeszintii expresszios szintjét Western blot analizis és RT-qPCR
segitségével.

A HDAC4 és SIRT6 hiszton deacetilaz enzimek fehérjeszintii expresszidos szintjének
vizsgalata hematologiai malignus betegségekben

A vizsgalt hiszton deacetildz enzimek belsé kontrollra normalizalt, relativ expresszios
szintjét egy adott beteg csontveld mintdjaban relative magasnak vagy alacsonynak tekintettiik
annak fliggvényében, hogy a teljes vizsgalati anyagban (n=45) meghatarozott median
expresszios szintnél magasabbnak vagy alacsonyabbnak bizonyult. Adott betegcsoport esetén
a csoport median expresszios szintjét viszonyitottuk a teljes vizsgalati anyag median
expresszios szintjéhez.

Mindkét vizsgalt hiszton deacetilaz enzim esetén heterogén fehérjeszintli expresszios
szinteket észleltiink. Az aldbbiakban az eredményeket a diagnodzist, illetve a tarsuld
citogenetikai és molekularis genetikai eltéréseket figyelembe véve tekintjiik at.

FAB MO altipust AML (n=3) esetén relative alacsony, mig FAB M1 altipusa AML (n=1)
esetén relative magas HDAC4 szintet észleltink. A harom FAB MO altipusi AML-ben
szenvedd beteg koziil ketten FLT3-TKD mutaciot hordoztak (BMO001, BM007), azonban a
mutacios statusz €s a HDAC4 fehérje expresszios szintje kozott nem talaltunk 6sszefiiggést. A
FAB M2 altipusu AML-es betegek csoportjaban (n=7, relative alacsony HDAC4 expresszios
szint) harom betegnél igazolodott NPM1 mutacio (BM019, BM033, BM068), koziiliik egy
beteg FLT3-ITD mutaciét (BM068), egy masik pedig FLT3-TKD mutaciot is hordozott
(BMO019). Koziilik az FLT3-TKD mutaciot hordoz6 betegnél a HDAC4 szintje relative
alacsonynak, mig az FLT3-ITD mutaci6 esetén relative magasnak bizonyult. A FAB M3
altipusi AML-ben szenvedd, a t(15;17) transzlokacié mellett FLT3-ITD és FLT3-TKD
mutaciot egyarant hordozo beteg mintajaban (n=1, BM061) relative magas HDAC4 expresszios
szintet kaptunk. A FAB M4 altipusi AML-es csoportba tartozo betegeknél (n=9, relative magas
HDAC4 expresszios szint) valtozatos citogenetikai és molekularis genetikai eltérések
igazolodtak. Ebben a csoportban a komplex kariotipus (BM008), a 18p delécié (BM069), a 8-
as kromoszoma triszomiaja (BMO072) és a 16-os kromoszoma inverzidja (BMO076) koziil a
legmagasabb HDAC4 szintet a 18p deléciot hordozo beteg mintajaban detektaltuk. A FAB M4
altipusu AML-es csoportba tartozo két, NPM1 és FLT3-ITD mutéciot egyarant hordozé beteg
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koziil (BM077, BM075) MDS-bdl transzformalodott AML esetén (BMO077) relative magas,
mig megeléz6 MDS hidnyaban (BMO075) relative alacsony HDAC4 szintet mértiink. A FAB
M4 altipusu AML-es betegek csoportjanak egészét tekintve a legmagasabb HDAC4 szintet a
normal kariotipus mellett FLT3-ITD mutaciot hordozé beteg (BMO71) esetén észleltiik.
Valamennyi FAB altipus koziil a FAB M5 altipust AML-es betegek csoportjaban (n=5)
bizonyult legmagasabbnak a HDAC4 fehérje median expresszios szintje. Ezen csoportban
magasabb HDAC4 szintet észleltiink a 8-as kromoszoma triszomiaja esetén (BM006), mint a
6q deléciojakor (BMO002), tovabba a HDAC4 fehérje szintje szintén magasabbnak bizonyult
egyideji FLT3-ITD és NPM1 mutéci6 esetén (BMO040), mint az NPM1 mutacié 6nalld
hordozasakor (BM026). A FAB M6 altipust AML-ben szenvedd beteg (n=1, BMO073)
mintdjaban relative alacsony HDAC4 expresszios szintet mértiink.

Az ALL-es felnétt betegek koziil (n=2, relative magas median HDAC4 expresszios szint)
a Philadelphia kromoszémat hordoz6 beteg esetén (BMO080) extrém magas HDAC4 szintet
detektaltunk. Az MDS-ben szenved6 betegek csoportjaban (n=4) a HDAC4 fehérje median
expresszids szintje relative alacsonynak bizonyult. Koziilik ketten hordoztak citogenetikai
eltéréseket, melyek koziil magasabb HDAC4 szintet lattunk t(16;16) transzlokacio (BM052)
esetén, mint a 9-es kromoszoma inverzidjakor (BMO015). MPAL (n=1, BM029), valamint
csontveldi infiltracioval tarsuldé Hodgkin lymphoma esetén (n=1, BM034) egyarant relative
alacsony volt a HDAC4 fehérje expresszios szintje, mig hajas sejtes leukémidban (n=1,
BMO059) relative magas HDAC4 szintet észleltiink.

FAB MO altipusin AML-ben (n=3) alacsony medidn SIRT6 expresszids szintet
detektaltunk. A csoportba tartozo két, FLT3-TKD mutaciét hordozé beteg (BM001, BMO007)
koziil citogenetikai eltérések hidnyadban (BMOO1) relative magas, mig 3p delécid, az 5-0s
kromoszéma monoszémidja €s egy marker kromoszoéma egyidejli jelenléte (BMO007) esetén
relative alacsony SIRTG6 szintet kaptunk. A FAB M1 altipust AML-ben szenved6 beteg (n=1)
mintajaban a SIRT6 fehérje expresszids szintje relative magasnak bizonyult. A FAB M2
altipusi AML-es betegek csoportjaban (n=7, relative magas SIRT6 expresszios Szint) 6t
esetben allt fenn MDS-bdl transzformalodott AML, melyek koziil a legmagasabb SIRT6 szintet
az NPM1 mutaciét hordoz6 beteg (BM033) mintdjaban észleltik. A fennmaradd két, nem
MDS-bdl transzformalodott FAB M2 altipust, kombinalt molekularis genetikai eltéréseket
hordoz6 AML-es beteg koziil a SIRT6 fehérje expresszios szintje magasabbnak bizonyult
egyideji NPM1 és FLT3-ITD mutacio esetén (BM068), mint NPM1 és FLT3-TKD mutécio
tarsulasakor (BM019). A FAB M3 altipustt AML-ben szenvedo6 betegnél (n=1, BM061) relative
alacsony SIRT6 szintet mértiink. A FAB M4 altipusi AML-es betegek (n=9, relative magas
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SIRT6 expresszios szint) csoportjaban két esetben igazolddott kombinalt NPM1 és FLT3-1TD
mutacio (BM077, BM075). Koziiliik MDS-bdl transzformalodott betegség esetén (BMO77)
relative magas, mig megel6z6 MDS hianyaban kialakult AML-ben (BM075) relative alacsony
SIRT6 szintet észleltiink. A fentebb részletezett négy, citogenetikai eltéréseket hordozo, FAB
M4 altipusi AML-ben szenvedd beteg (BM008, BM069, BM072, BM076) koziil a SIRT6
szintje 18p delécid esetén (BM069) volt a legmagasabb. A HDAC4 fehérjéhez hasonldan a
SIRT6 median expresszios szintje is FAB MS5 altipusi AML-ben (n=5) adddott a
legmagasabbnak. Ebben a csoportban egyetlen esetben, az MDS-bél transzformalodott AML-
ben szenvedd beteg (BM028) mintajaban észleltiink relative alacsony SIRT6 szintet. Szintén a
magasabb SIRT6 szintet detektaltunk a 8-as kromoszdma triszomidja esetén (BM006), tovabba
a SIRT6 szintje magasabbnak bizonyult NPM1 és FLT3-ITD mutacié tarsuldsa esetén
(BM040), mint az NPM1 mutacié 6nallé hordozasakor (BM026). A FAB M6 altipust AML-
ben szenvedd beteg (n=1, BM073) mint4jaban relative alacsony SIRT6 expresszids szintet
lattunk.

ALL-ben (n=2), illetve MDS-ben (n=4) egyarant magas median SIRT6 expresszios szintet
észleltiink. A HDAC4 fehérjéhez hasonldan a SIRT6 szintje is extrém magasnak bizonyult a
Philadelphia kromoszémat hordozd ALL-es beteg mintdjaban (BM080). MDS esetén a t(16;16)
transzlokacié (BMO052) a 9-es kromoszéma inverzidjdhoz képest (BM015) magasabb SIRT6
expresszios szinttel tarsult. MPAL (n=1, BM029) és hajas sejtes leukémia (n=1, BM059) esetén
relative alacsony, mig csontveldi infiltracioval jaré6 Hodgkin lymphomaban (n=1, BM034)
relative magas SIRT6 szintet detektaltunk.

Szoros korrelacio a HDAC4 és SIRT6 hiszton deacetilaz enzimek fehérjeszinti
expresszios szintje kozott

A teljes vizsgalati anyagban (n=45), illetve az jonnan diagnosztizalt AML-es betegek
csoportjaban (n=32) egyarant szoros korrelaciot észleltiink a NAD*-fiiggetlen HDAC4 és a
NAD'-fliggé SIRT6 hiszton deacetilaz enzim fehérjeszintli expresszios szintje kozott
(Spearman-féle rangkorrelacio, n=45 esetén r=0.722, illetve n=32 esetén r=0.794).

A HDAC4 és a SIRT6 hiszton deacetilaz enzimek fehérjeszintii expresszios szintjének
osszehasonlitasa hematolégiai malignus betegségekben szenvedé betegek alcsoportjai
kozott

Az AML kiilonboz6é FAB altipusait 6sszehasonlitva, mindkét vizsgalt hiszton deacetilaz
enzim medidn expresszios szintje a FAB M5-6s altipusi AML-es betegek csoportjaban

bizonyult a legmagasabbnak.
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A HDACA4 hiszton deacetilaz enzim fehérjeszintii expresszids szintje szignifikdnsan
magasabbnak bizonyult nem MDS-bél transzformalodott AML esetén (n=21), mint MDS-bdl
transzformalodott betegségben (n=11) (Mann-Whitney teszt, p<0.05). A HDAC4 fehérjével
szemben a SIRT6 median expresszids szintje az MDS-b6l transzformalodott AML-es betegek
csoportjaban adddott magasabbnak, de ez a kiilonbség nem volt statisztikailag szignifikans.

A HDACA4 és a SIRT6 hiszton deacetilaz enzimek expresszids szintje egyarant magasabb
volt FLT3-ITD mutacioval tarsul6 AML-ben (n=7), mint az FLT3-ITD mutacié hidnyaban
(n=17). Ezen kiilonbség a HDAC4 esetén statisztikailag szignifikansnak bizonyult (Mann-
Whitney teszt, p<0.05).

Mikro-RNS-ek és hiszton deacetilaz enzimek MRNS-szintii expresszids szintje kozotti
korrelaciok vizsgalata

A miR-124, miR-155, miR-125b, miR-378*, miR-23b, miR-26a, valamint a HDAC4 és
SIRT6 MRNS-szintli relativ expresszids szintjének meghatarozasat RT-qPCR segitségével
végeztik el. Referenciagénként az U6 spliceosomalis RNS-t alkalmaztuk. A vizsgalatok
Osszesen 40 csontveld mintan torténtek, melyek koziil 38 ujonnan diagnosztizalt hematoldgiai
malignus betegségben szenvedd felndtt betegektdl szarmazott, ebbdl 27 jonnan diagnosztizalt
AML-es betegektol. 2 tovabbi minta levétele a diagnozis megallapitasat kovetden 4 héttel
tortént. A BM072, BM077, BM074, BM075 és BM076-o0s kodu csontvelé mintakon RT-qPCR
vizsgalat nem tortént.

Az egyes mintdkban meghatarozott relativ expresszids szintek alapjan a klaszteranalizis a
vizsgalt géneket 5 kiilonboz6 klaszterbe sorolta. Az expresszios szintek kozott szamos
statisztikailag szignifikans pozitiv, illetve negativ korrelaci6 igazolodott.

Mikro-RNS-ek expresszios szintje kozotti korrelaciok

A vizsgalt harom, szolid tumorokban Warburg effektussal dsszefiiggésbe hozott mikro-
RNS (miR-378*, miR-23b, miR-26a) relativ expresszios szintje kozott a teljes vizsgalati
anyagban (n=40), illetve az Gjonnan diagnosztizalt AML-es betegek csoportjaban egyarant
statisztikailag szignifikans pozitiv korrelacio igazolodott. Koziilik a miR-378* és miR-23b
szintje kozotti dsszefliggés bizonyult a legszorosabbnak (r=0.755 n=40 esetén, r=0.846 n=27
esetén). A masodik legerdsebb Osszefiiggést a miR-23b és miR-26a szintje kozott észleltiik
(r=0.646 n=40 esetén, r=0.553 n=27 esetén), melyet a miR-378* és miR-26a expresszids szintje
kozotti korrelacid erdssége kovetett (r=0.582 n=40 esetén, r=0.398 n=27 esetén).

Az ismert onkogén miR-155 és tumorszuppresszor miR-124, valamint a fenti harom
mikro-RNS (miR-378*, miR-23b, miR-26a) expresszios szintje kozott szintén igazoltunk

szignifikans pozitiv és negativ korrelaciokat.
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A miR-155 a vizsgalt harom, szolid tumorokban Warburg effektussal 6sszefiiggésbe hozott
mikro-RNS koziil leger6sebb pozitiv korrelaciot a miR-378%* szintjével mutatott (r=0.748 n=40
esetén, r=0.621 n=27 esetén), melyet a teljes vizsgalati anyagban a miR-155 és miR-26a szintje
kozotti pozitiv korrelacio erdssége (r=0.582 n=40 esetén), mig az ijonnan diagnosztizalt AML-
(r=0.493 n=27 esetén). Az észlelt pozitiv korrelacio a teljes vizsgalati anyagban a miR-155 és
MiR-23b expresszios szintje kozott (r=0.575 n=40 esetén), mig az Gjonnan diagnosztizalt AML-
es betegek csoportaban a miR-155 és miR-26a szintje kozott bizonyult a leggyengébbnek
(r=0.491 n=27 esetén).

A tumorszuppresszor miR-124 expresszids szintje statisztikailag szignifikans negativ
korrelaciot mutatott a teljes vizsgalati anyagban a miR-26a (r=-0.539 n=40 esetén), valamint a
miR-23b (r=-0.357 n=40 esetén), mig az Gjonnan diagnosztizalt AML-es betegek csoportjaban
a miR-26a expresszios szintjével (r=-0.643 n=27 esetén).
expresszios szintje a Warburg effektussal 0Osszefiiggésbe hozott mikro-RNS-ek koziil
szignifikans pozitiv korrelaciét mutatott a teljes vizsgalati anyagban (n=40) a miR-378*
(r=0.749), a miR-23b (r=0.681) és a miR-26a (r=0.422) szintjével egyarant, mig az Gjonnan
diagnosztizalt AML-es betegek csoportjaban (n=27) a miR-125b, valamint a miR-378*
(r=0.700) és a miR-23b (r=0.582) szintje kozott igazolodott hasonld Osszefiiggés. A teljes
vizsgalati anyagban emellett kimutattuk, hogy a miR-125b és az onkogén miR-155 expresszios
szintje kozott szintén szignifikans pozitiv korrelacié all fenn (r=0.520 n=40 esetén).

A HDAC4 és mikro-RNS-ek expresszios szintje kozotti korrelaciok

A teljes vizsgalati anyagban (n=40) a HDAC4 hiszton deacetilaz enzim mRNS-szint{
expresszios szintje a vizsgalt mikro-RNS-ek mindegyikének szintjével statisztikailag
szignifikans korrelaciot mutatott. A Warburg effektussal Osszefiiggésbe hozott mindharom
vizsgalt mikro-RNS szintje pozitivan korrelalt a HDAC4 szintjével. Az 0Osszefliggés
erdsségének csokkend sorrendje az alabbi volt: miR-378* (r=0.734) > miR-26a (r=0.675) >
miR-23b (r=0.596). Pozitiv korrelacio igazolodott tovabba a HDAC4 ¢és a hemopoézis
szabalyozasaban fontos szerepet betdlté miR-125b (r=0.481), valamint a HDAC4 és az
onkogén miR-155 (r=0.633) szintje kozott, mig a HDAC4 szintje a tumorszuppresszor miR-
124 expresszios szintjével negativan korrelalt (r=-0.411). Az Gjonnan diagnosztizalt AML-es
betegek csoportjaban (n=27) szintén pozitiv korrelaciot észleltink a HDAC4, illetve
mindharom Warburg effektussal dsszefiiggésbe hozott mikro-RNS expresszios szintje kozott.

Az Osszefliggés erdsségének csokkend sorrendje a kovetkezd volt: miR-26a (r=0.703) > miR-
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378* (r=0.629) > miR-23b (r=0.474). Szintén pozitiv korrelacié igazolodott a HDAC4 és az
onkogén miR-155 expresszids szintje kozott (r=0.407).
A SIRT6 és mikro-RNS-ek expresszios szintje kozotti korrelaciok

A SIRT6 hiszton deacetilaz enzim mRNS-szintli expresszios szintje mind a teljes vizsgalati
anyagban (n=40), mind az Gjonnan diagnosztizalt AML-es betegek csoportjaban (n=27)
pozitivan korrelalt a Warburg effektussal 0sszefliggésbe hozott miR-26a szintjével (r=0.514
n=40 esetén, r=0.487 n=27 esetén), mig a SIRT6 és a tumorszuppresszor miR-124 expresszios
szintje kozott negativ korrelacio igazolodott (r=-0.398 n=40 esetén, r=-0.573 n=27 esetén).
Mikro-RNS-ek és hiszton deacetilaz enzimek expressziés szintjének korrelacidéja a
diagnozis idején  megallapitott fehérvérsejtszammal hematologiai  malignus
betegségekben

A hematologiai malignus betegségek diagndzisanak idépontjdban megallapitott klinikai
adatok koziil a fehérvérsejtszam tobb altalunk vizsgédlt gén expresszios szintjével is
statisztikailag szignifikans korrelaciét mutatott. Mindkét hiszton deacetildz enzim esetén
negativ korrelacié igazolddott (r=-0.364 a HDAC4 esetén, r=-0.351 a SIRT6 esetén), mig a
vizsgalt mikro-RNS-ek koziil a fehérvérsejtszdmmal a miR-124 szintje pozitivan (r=0.349), a
mMiR-26a expresszios szintje pedig negativan (r=-0.384) korrelalt.

A vizsgalt mikro-RNS-ek, valamint a HDAC4 és SIRT6 hiszton deacetiliz enzimek
MRNS-szintii expresszios szintjének oOsszehasonlité elemzése hematologiai malignus
betegségek esetén, és azon beliil az akut mieloid leukémia egyes alcsoportjai kozott

A vizsgalt mikro-RNS-ek, valamint a HDAC4 és SIRT6 hiszton deacetilaz enzimek
MRNS-szintli expresszids szintjét Osszevetettilk egymassal a teljes vizsgalati anyagban (n=40)
¢s az Ujonnan diagnosztizalt AML-es betegek csoportjaban (n=27) egyarant, emellett
Osszehasonlitottuk azokat mind a kiilonb6z6 hematoldgiai malignus betegségekben, mind az
AML kiilonb6z6 alcsoportjaiban, melyeket FAB altipus, illetve molekularis genetikai eltérések
szerint kiilonboztettiink meg. Az 0Osszehasonlitd elemzés soran szamos statisztikailag
szignifikans kiilonbség igazolddott.

Az onkogén miR-155 expresszids szintje a tumorszuppresszor miR-124 szintjénél
szignifikdnsan magasabbnak bizonyult a teljes vizsgélati anyagban (n=40), illetve az Gjonnan
diagnosztizalt AML-es betegek csoportjaban (n=27) egyarant.

A vizsgalt harom, szolid tumorokban Warburg effektussal dsszefiiggésbe hozott mikro-
RNS (miR-378*, miR-23b, miR-26a) koziil mind a teljes vizsgalati anyagban (n=40), mind az
ujonnan diagnosztizalt AML-es betegek csoportjaban (n=27) a miR-26a expresszios szintje volt

legmagasabb, melyet a miR-23b szintje kovetett.
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szerepet betolté miR-125b expresszids szintje a miR-378* és miR-23b szintjénél magasabbnak,
mig a miR-26a és a miR-155 szintjénél alacsonyabbnak bizonyult a teljes vizsgalati anyagban
(n=40) és az ujonnan diagnosztizalt AML-es betegek csoportjaban (n=27) egyarant.

A vizsgalt két hiszton deacetildz enzim koziil a SIRT6 mRNS-szintli expresszids szintje
mind a teljes vizsgalati anyagban (n=40), mind az ujonnan diagnosztizalt AML-es betegek
csoportjaban (n=27) a HDAC4 szintjénél szignifikansan magasabbnak bizonyult.

A vizsgalt harom, Warburg effektussal 6sszefiiggésbe hozott mikro-RNS (miR-378*, miR-
23b, miR-26a) expresszios szintje az AML egyes FAB altipusai koziil 6sszességében az MO
(n=3) és M3 (n=1) csoportokban bizonyult legmagasabbnak, mig az M6 (n=1) altipusban a
125b median expresszios szintje az M3-as altipusban (n=1) volt legmagasabb. Az M6-os altipus
(n=1) esetén észleltiik a tumorszuppresszor miR-124 legmagasabb és az onkogén miR-155
legalacsonyabb median expresszids szintjét.

Az AML-t6l kiilonb6zd hematoldgiai malignus betegségeket tekintve a Warburg
effektussal 6sszefliggésbe hozott mikro-RNS-ek legmagasabb median expresszios szintjét hajas
sejtes leukémia (n=1), illetve kevert fenotipusu akut leukémia (n=1) esetén észleltiik, mig a
legalacsonyabb szinteket ALL (n=2) és csontvel6i infiltracidval tarsulé Hodgkin lymphoma
(n=1) esetén lattuk. Mindkét vizsgalt hiszton deacetilaz enzim mRNS-szinti medidn
expresszios szintje ALL (n=2) esetén bizonyult a legalacsonyabbnak.

A mieloid iranyu differenciacio szabalyozasaért felelés miR-125b expresszios szintje az
NPM1 muticiot nem hordozd6 AML-es betegek csoportjdban (n=13) szignifikdnsan
magasabbnak bizonyult, mint az NPM1 mutaciét hordozok korében (n=6) (Mann-Whitney
teszt, p<0.05).

A tumorszuppresszor tulajdonsagii miR-124 esetén az Ujonnan diagnosztizalt AML-es
betegek FAB M5 altipusaban (n=5) szignifikdnsan magasabb expresszids szintet észleltiink,
mint a FAB M2 csoportban (n=7) (Mann-Whitney teszt, p<0.05).

Mikro-RNS-ek és hiszton deacetilaz enzimek expresszios szintjének valtozasa FAB M5
altipusu AML kezelésének els6é négy hetében

Két, az AML FAB M5-6s csoportjaba tartozé beteg esetén (BM006, BM026) a diagnézis
idején levett mintak mellett a fenti vizsgalatokat a kezelés megkezdésétdl szamitott négy hét
mulva ismételten levett csontveld mintakon (BM064, BMO055) is elvégeztiik. Mind a Western
blot analizis, mind az RT-qPCR sordn valtozasokat észleltiink az expresszios szintekben,

melyek négy esetben voltak a két mintapar esetén megegyezd iranytak. Mindkét vizsgalt
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hiszton deacetilaz enzim fehérjeszintli expresszios szintjében csokkenést észleltiink a diagndzis
idejéhez képest, mig a SIRT6 mRNS-szintli expresszidja és a miR-26a szintje novekedést

mutatott.

MEGBESZELES

A hematologiai malignus betegségek kialakuldsdnak hatterében a génexpresszios
mintazatot meghatarozd, genetikai €s epigenetikai tényezoket egyarant magaba foglald,
komplex szabalyozo haldézat megvaltozott mitkodése all. A sikeres kezelés esélyének novelése
érdekében nélkiilozhetelen ezen szabalyozd halozat minél tobb elemének megismerése, azaz a
betegség patogenezisének lehetd legpontosabb ismerete. Munkank soran hiszton deacetildz
enzimek ¢és mikro-RNS-ek expresszidés szintjét vizsgaltuk hematologiai malignus
betegségekben, elsdsorban akut mieloid leukémidban szenvedd felndtt betegek csontveld
mintaiban, Western blot analizis és RT-qPCR segitségével.

In vitro vizsgalatok eredményei szerint a NAD'-fliggd és NAD'-fliggetlen hiszton
deacetilaz enzimek egyidejii gatlasa szinergisztikus antileukémias hatast eredményez,
ugyanakkor betegmintakban a hiszton deacetilazok ezen két, eltéré kofaktor szerint
megkiilonboztetett csoportjaba tartozdé enzimek szintjét még nem vetették Ossze. Jelen
ismereteink szerint a hiszton deacetilazok koziil a Warburg effektus ellenstulyozasaban a
fokozott glikolizis gatlasa révén a SIRT6 tolti be a legjelentésebb szerepet. A SIRT6 emellett
igazoltan szabalyozza a hemopoézis epigenetikai szabalyozasdnak fészerepldjeként szdmon
tartott TET2 enzimet. A NAD'-fiiggetlen HDAC enzimek koziil AML-ben igazolddott a
HDAC4 kolcsonhatasa az FLT3 jelatviteli utvonaldhoz tartozé6 PRL3 fehérjével, mig
gyermekkori ALL-ben a magas HDAC4 expresszids szint kedvezoétlen progndzissal tarsul.
Mind a SIRT6, mind a HDAC4 potencialis onkogén, illetve tumorszuppresszor szerepérél
ellentmondasos adatokat kozoltek a szolid tumorok kiilonb6zd tipusaiban.

A HDAC4 ¢és SIRT6 enzim fehérjeszintli expresszios szintje kdzott erds pozitiv korrelaciot
igazoltunk mind a teljes vizsgalati anyagban, mind az Gjonnan diagnosztizalt AML-es feln6tt
betegek csoportjaban. A legmagasabb median HDAC4 és SIRT6 expresszios szintet egyarant
az AML FAB M5 altipusaban, valamint az AML-t6l kiilonbdz6 betegesoportok koziil ALL-ben
tapasztaltuk.

A HDACA4 és SIRT6 fehérjeszintli expresszids szintje kozott a diagnozis idején levett
csontveld mintdkban kimutatott szoros korrelacio igazolja a két enzim szinergisztikus szerepét
a felndttkori hematoldgiai malignus betegségek, és azon belill az akut mieloid leukémia

patogenezise soran, valamint utal a NAD"-fiiggé és NAD'-fliiggetlen HDAC enzimek egyidejii
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gatldsanak sziikségességére leukémidban. Az észlelt heterogén expresszios szintek alapjan
vélhetéen a kombinalt géatlds antileukémids hatdsdnak erdssége eltéré lenne a hematoldgiai
malignus betegségek kiilonboz6 tipusai esetén.

MDS-bdl transzformalodott AML esetén a HDAC4 fehérjeszintli expresszids szintje
szignifikansan alacsonyabbnak bizonyult, mint megeléz6 MDS hidnyaban. Ezzel szemben a
SIRT6 fehérje szintje éppen az MDS-bdl transzformalodott AML-es betegek csoportjaban volt
magasabb, ugyanakkor ez utdbbi kiilonbség statisztikailag nem volt szignifikans. FLT3-1TD
mutacio esetén mindkét fehérje expresszios szintje magasabbnak bizonyult, mint az AML-es
betegek FLT3-ITD eltérést nem hordozo alcsoportjaban, mely kiilonbség szintén a HDAC4
esetén volt szignifikans. Ez utobbi megfigyelés alatdmasztja a HDAC4 FLT3-ITD mutacidval
tarsuld AML-ben betoltott patogenetikai szerepét.

Fehérjeszintli vizsgalataink eredményei prognosztikai kovetkeztetések levondsidra nem
alkalmasak, azonban a HDAC4 és SIRT6 enzimek expresszios szintjének heterogenitasa
felhivja a figyelmet a citogenetikai, molekularis genetikai, illetve epigenetikai eltérések
egylittes értékelésének jelentdségére. A kiillonbozd hiszton deacetildz enzimek valosziniileg a
leukémia patogenezisének mas-més szakaszan toltenek be jelentdsebb szerepet, attol is
fliggden, hogy milyen kolcsOnhatasban allnak a genetikai eltérések nyoman képz6do fuziods
onkoproteinekkel, illetve a mutaciok altal érintett fehérjékkel.

RNS-vizsgalataink soran a hematologiai malignus betegségekben szenvedo feln6tt betegek
diagnodzis idején nyert csontveld mintdiban a HDAC4 és SIRT6 hiszton deacetildz enzimek
MRNS-szintli expresszids szintje mellett meghataroztuk a tumorszuppresszor miR-124, az
illetve a szolid tumorokban Warburg effektussal osszefliggésbe hozott miR-378*, miR-23b és
MiR-26a relativ expresszios szintjét.

A szolid tumorokban Warburg effektussal dsszefiiggésbe hozott miR-378*, miR-23b és
miR-26a expresszids szintje pozitivan korrelalt egymassal, az onkogén miR-155 és a
hemopoézist szabalyozé miR-125b szintjével, mig negativ korrelaciot igazoltunk a
tumorszuppresszor miR-124 expresszios szintjével. Mindez a leukémia patogenezisében
betoltott szerepiiket tamasztja ala. Eredményeink alapjan a miR-23b szolid tumorokban észlelt
metabolikus hatasai koziil hematoldgiai malignus betegségekben vélhetéen a Warburg effektust
elésegitd, nem pedig az azt gatlo hatasa a jelentésebb. A miR-155 és miR-125b szintjével észlelt
pozitiv, valamint a miR-124 szintjével kimutatott negativ korrelacié alapjan a miR-378*, miR-
23b ¢és miR-26a overexpresszioja feltehetéen kedvezdtlen prognozist jelez, ennek

megerdsitésére azonban tovabbi vizsgalatok sziikségesek. Tisztazni sziikséges tovabba, hogy a
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leukémia patogenezisében betoltott szerepiikhoz a szolid tumorokban megallapitott
metabolikus hatasaik milyen mértékben jarulnak hozza.

A SIRT6 mMRNS-szintli expresszios szintje negativan korrelalt a tumorszuppresszor miR-
124 szintjével, mig pozitiv korreldcid igazolddott a miR-26a expressziojaval. Utdbbi nagy
valdszintiséggel nem metabolikus hatasok kdvetkezménye, hiszen a SIRT6 a fokozott glikolizis
gatlasa altal anti-Warburg hatast fejt ki, mig a miR-26a ezzel ellentétben a PDHX, illetve
peroxiredoxin III szabalyozasa révén eldsegiti azt. A pozitiv korrelacidora magyarazatul szolgalo
koz06s vonas a hemopoézis soran kiemelt jelentéségii TET2 enzim szabalyozasa, mivel a SIRT6
¢s amiR-26a up-regulacidja egyarant a TET2 enzim gatlasat, és a hemopoézis kovetkezményes
megzavarasat eredményezi. Eredményeink alapjan hematologiai malignus betegségekben, €s
azon beliill akut mieloid leukémidban a SIRT6 metabolikus hatisanal jelentdsebb a
hemopoézisre a TET2 enzim szabalyozasa altal kifejtett hatasa. A tumorszuppresszor miR-124
szintjével észlelt negativ korrelacidé felveti a SIRT6 onkogén tulajdonsagat leukémidban,
a jovOben utankovetéses vizsgalatok soran tanulmanyozni sziikséges. Mindez ellentétes a
SIRT6 szolid tumorok szamos tipusaban feltételezett tumorszuppresszor tulajdonsagaval,
felveti azonban annak lehet6ségét, hogy bizonyos hiszton deacetilaz enzimek a szolid
tumorokkal 0Osszehasonlitva ellentétes tumorszuppresszor vagy onkogén tulajdonsaggal
rendelkezhetnek.

A HDAC4 mRNS-szintii expresszios szintje pozitivan korrelalt a vizsgalt harom, Warburg
effektussal Osszefliggésbe hozott mikro-RNS, az onkogén miR-155 és a mieloid sejtek
tumorszuppresszor miR-124 szintjével. Ez alapjan felvetédik a HDAC4 feln6ttkori AML-ben
betdltott onkogén szerepe, és a magas HDAC4 szint tarsuldsa a betegség kedvezdtlen
kimenetelével, ami 6sszhangban all a gyermekkori ALL-ben tett megfigyelésekkel. Mindennek
megerdsitésére a SIRT6-hoz hasonloan utankovetéses tanulmanyok sziikségesek. Tisztazni
sziikséges tovabba, hogy a HDAC4 hematoldgiai malignus betegségek patogenezisében
betoltott szerepéhez hozzajarulnak-e, és ha igen milyen mértékben, a Warburg effektust
eldsegitd metabolikus hatasok.

Hematologiai malignus betegségekben nyert eredményeink arra utalnak, hogy vizsgalt két
hiszton deacetilaz enzim koziil a HDAC4 patogenezisben betoltott szerepéhez valdsziniibb a
Warburg effektussal 6sszefliggd metabolikus hatdsok hozzdjaruldsa, mig a SIRT6 esetén a

hemopoézisre kifejtett hatés tiinik jelentésebbnek.
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Az onkogén miR-155 szintje mind a teljes vizsgalati anyagban, mind az ujonnan
diagnosztizalt AML-es betegek csoportjaban szignifikansan magasabbnak bizonyult a
tumorszuppresszor miR-124 expresszios szintjénél, ami a méréseink pontossagat tamasztja ala.

A szolid tumorokban Warburg effektussal 6sszefiiggésbe hozott mikro-RNS-ek koziil a
miR-26a szintje szignifikansan magasabb volt a miR-378* és a miR-23b szintjénél a teljes
anyagban és az j AML-es felndtt betegek korében egyarant. A miR-26a expresszids szintje
szignifikansan magasabbnak bizonyult a teljes vizsgalati anyagban a miR-155 szintjénél,
tovabba mind a teljes vizsgalati korben, mind az Ujonnan diagnosztizalt AML-es betegek
csoportjaban a miR-125b expresszios szintjénél. A miR-26a magas median expresszios szintjét
magyarazhatja, hogy mig a miR-125b a hemopoézis megzavarasaval, a miR-378* és miR-23b
pedig feltehetéen a Warburg effektus eldsegitésével jarul hozza a patogenezishez, addig a miR-
26a a Warburg effektus eldsegitése mellett a TET2 enzim szabalyozasan keresztiil a
hemopoézis megzavarasa révén is hozzajarul a betegség kialakulasadhoz.

A két vizsgalt hiszton deacetilaz enzim koziil a SIRT6 MRNS-szint{i expresszids szintje a
HDAC4 szintjénél szignifikdnsan magasabbnak adodott a teljes vizsgalati korben, illetve az
ben pedig mar kordbban igazoltak. Mindezek alapjan a hematologiai malignus betegségek
patogenezisében a SIRT6 overexpresszidja vélhetden nagyobb jelentdséggel bir, mint a
HDACA4 up-regulécidja.

A miR-125b expresszios szintje szignifikansan magasabbnak bizonyult az NPM1 mutacio
hianyaban, mint NPM1 mutacioval tarsuld6 AML esetén, amely megfigyelés arra utal, hogy a
hozzajarulhat az NPM1 mutaciot nem hordozd6 AML-es betegek ismerten kedvezétlen
prognozisahoz.

Az AML egyes FAB altipusait 6sszehasonlitva a miR-125b median expresszids szintje az
M3 alcsoportban volt legmagasabb, mig a masodik legmagasabb értéket a differencialatlan MO
csoportban észleltiik, amely eredményeink alapjan a miR-125b-nek a hemopoetikus sejtek
legjelentésebb. A miR-124 esetén szignifikansan magasabb expresszios szintet mértiink FAB
MS5 tipusi AML-ben, mint a FAB M2 alcsoportban. Erre magyarazatul szolgalhat, ha a miR-
124 tumorszuppresszor hatasa a magasabb expresszids szint ellenére is csak kevéssé érvényesiil
a FAB M5 csoportban, az AML M2 altipusdval dsszehasonlitva. A vizsgalt harom, Warburg
effektussal Osszefiiggésbe hozott mikro-RNS koziil a miR-378* és miR-26a esetében a

legmagasabb, mig a miR-23b esetén a masodik legmagasabb medidn expresszios szintet lattuk
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az AML FAB MO alcsoportjaban, tovabba mindhdrom mikro-RNS medién expresszios szintje
FAB M6 altipusi AML esetén bizonyult legalacsonyabbnak. Mindezek alapjan vélhetden az
AML kiilonb6z6é FAB tipusai koziil a miR-378*, miR-23b és miR-26a sszességében az AML
MO-s FAB altipusanak patogenezise soran tolt be legfontosabb, mig az M6-0s csoportban a
legkevésbé jelentds szerepet. Ellentétben ezen FAB altipus kedvezdtlen prognozisaval, az M6-
os alcsoportban volt legalacsonyabb az onkogén miR-155, mig a legmagasabb a
tumorszuppresszor miR-124 median expresszios szintje. Osszhangban az AML FAB M2 és M5
altipusanak Osszehasonlitdsa soran nyert, fentebb részletezett eredményekkel, a miR-124
median expresszios szintje a kedvezdbb progndzisu FAB altipusokban jellemzden alacsonyabb
volt, mig a kedvezdtlen kimenetellel tarsul6 FAB csoportokban magasabbnak bizonyult, ezért
azt tartjuk valdszinlinek, hogy a miR-124 tumorszuppresszor tulajdonsdga részben a tarsulo
citogenetikai eltérések fliggvényében érvényesiil nagyobb vagy kisebb mértékben.

Az AML-t6l kiilonb6zé hematoldgiai malignus betegségekben szenvedd felndtt
betegeknél észlelt expresszios szinteket egymassal sszevetve a szolid tumorokban Warburg
effektussal Osszefiiggésbe hozott, mindharom vizsgalt mikro-RNS els6 és masodik
legmagasabb median expresszios szintjét is kivétel nélkiil MPAL vagy HCL esetén kaptuk, ami
alapjan a miR-378*, miR-23b és miR-26a az MPAL ¢és a HCL patogenezise soran feltehetéen
fontosabb szerepet tolt be, mint az MDS, az ALL, illetve a csontvel6i infiltracioval tarsulo HL
kialakulasa soran.

A miR-378*, miR-23b és miR-26a hematologiai malignus betegségekben észlelt heterogén
expresszios szintje Osszhangban all azon irodalmi adatokkal, melyek szerint a leukémia
kiilonbozd tipusaiban a jelentds részben epigenetikai tényezok altal szabdlyozott Warburg
effektus mas-mas eleme lehet hangsulyosabb.

Vizsgélataink soran a diagndzis idején megallapitott fehérvérsejtszam negativan korrelalt
a HDAC4 mRNS, SIRT6 mRNS ¢és miR-26a szintjével, mig pozitiv korrelacié igazolddott a
tumorszuppresszor miR-124 expresszios szintjével. Nem észleltiik azonban az irodalomban
korabban kozolt, a miR-155 és a diagndzis idején megallapitott fehérvérsejtszam kozott
fennalld pozitiv korrelaciot. Ennek oka lehet a rendelkezésiinkre 4llo alacsony mintaszam
mellett a kisérletek sordn alkalmazott eltér6 metodika is. A laboratoriumi moédszerek
standardizacioja a jovOben sziikséges lenne, hiszen ezaltal a kutatasi eredmények jobban
Osszevethetdek lennének, és kevesebb ellentmondasos eredmény sziiletne példaul a
megvaltozott mikro-RNS expresszios szintek prognosztikai vonatkozasait tekintve.

Jelenleg nem ismert, hogy a betegség patogenezise soran a mikro-RNS-ek és hiszton

deacetildaz enzimek expresszids szintjének modosuldsa vagy a fehérvérsejtszdm valtozasa
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kovetkezik be hamarabb. Az epigenetikai valtozasok az eddigi irodalmi adatok szerint sokszor
a hematologiai malignus betegségek korai stddiuméban alakulnak ki, igy a megvaltozott
expresszios szintek potencialisan a leukémia fokozott kockazatanak biomarkereiként lehetnek
alkalmazhatdak.

Ismert, hogy egyes konvencionalis kemoterapias szerek is indukalhatnak epigenetikai
valtozasokat. Vizsgalataink soran két FAB M5 altipusa AML-es betegnél a diagnozis idején
levett csontvelé mintak mellett a vizsgalati panelben szerepld mikro-RNS-ek és hiszton
deacetilaz enzimek expresszios szintjét a kezelés megkezdését négy héttel kovetéen ismételten
levett mintakban is tanulmanyoztuk. A kezelés els6 négy hetében a HDAC4 és a SIRT6
enzimek fehérjeszintli expresszids szintje egyarant csokkent, mig a SIRT6 mRNS és a miR-26a
szintje novekedett. Az expresszios szintekben a kezelés soran bekovetkezé valtozasok
kimutatasanak talan legfontosabb potencialis klinikai alkalmazasa a kezelés folytatasara adott
terapias valasz elérejelzése lehet.

Munkank sordn nem prognosztikai, hanem a patogenezist érinté kovetkeztetések
levonasara torekedtiink. Elséként vizsgaltunk és igazoltunk NAD'-fliggd és NAD*-fliggetlen
hiszton deacetilaz enzimek fehérjeszintli expresszids szintje kozotti korrelaciot hematologiai
malignus betegségekben. Eredményeink alatamasztjdk a Warburg effektussal szolid
tumorokban  Osszefiiggésbe hozott mikro-RNS-ek  patogenetikai  szerepét  ezen
betegségcsoportban. Vizsgalataink felvetik mind a SIRT6, mind a HDAC4 onkogén szerepét
felnottkori AML-ben. Az AML egyes alcsoportjai kozott tobb esetben is szignifikans
kiilonbségeket igazoltunk a vizsgalt gének expresszios szintjében. Uj megfigyeléseket tettiink
az epigenetikai eltérések és klinikai adatok kozotti Osszefiiggések vizsgalata, valamint a
konvencionalis kemoterapids kezelés kovetkeztében kialakuldo epigenetikai valtozasok
tanulméanyozasa soran.

A jovében nélkiilozhetetlen az epigenetikai eltérések és a hematoldgiai malignus
betegségek kimenetele kozotti Gsszefiiggések megallapitasara iranyuld prospektiv vizsgalatok
végzése mellett a kiilonb6z6 citogenetikai, molekularis genetikai, epigenetikai és metabolikus
eltérések egyiittes értékelése, amely altal lehetdvé valhat egy a jelenleginél arnyaltabb
prognosztikai rendszer kidolgozasa. Az egyénre szabott, epigenetikai és metabolikus
tamadaspontu szereket egyarant magaban foglalo terapia lehetd legkorabbi stadiumban torténd

megkezdése eldsegiti mind a talélési aranynak, mind a tulélok életmindségének a javulasat.

OSSZEFOGLALAS
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A hematoldgiai malignus betegségek patogeneziséhez igazoltan hozzédjarulnak a DNS-
metildciés mintazatban, a hisztonkodban, illetve a mikro-RNS-ek expresszios szintjében
bekdvetkezd valtozasok, tovabba a malignusan transzformalddott sejtek metabolizmusanak
Warburg effektusként ismert, jellegzetes atalakulésa.

Munkénk soran hematoldgiai malignus betegségekben, elsésorban AML-ben szenvedd
felnott betegek csontveld mintdiban vizsgaltuk mikro-RNS-ek és hiszton deacetilaz enzimek
expresszids szintjét. Erés pozitiv korrelaciot észleltink a glikolizis és a hemopoézis
szabalyozasaért egyarant felelés SIRT6, valamint a gyermekkori ALL-ben kedvezotlen
kimenetellel 0sszefliggésbe hozott HDAC4 fehérjeszintli expresszids szintje kozott, ami a
NAD"-fiiggd és NAD'-fliiggetlen hiszton deacetilaz enzimek szinergisztikus szerepét jelzi a
patogenezisben. A szolid tumorokban Warburg effektussal osszefiiggésbe hozott miR-378%*,
miR-23b ¢és miR-26a expresszios szintje pozitivan korrelalt egymassal, a hemopoézis
szabalyozasaban jelentés miR-125b és az onkogén miR-155 szintjével, valamint negativan a
tumorszuppresszor miR-124 szintjével. Ezen eredményeink a miR-378*, miR-23b és miR-26a
felndttkori hematoldgiai malignus betegségek patogenezisében betdltott szerepét igazoljak.
Pozitiv korrelaciot észleltiink a SIRT6 mRNS és a miR-26a szintje kozott, tovabba a HDAC4
mRNS expresszids szintje pozitivan korrelalt a miR-378*, miR-23b, miR-26a, miR-125b és a
miR-155 szintjével. Mindkét vizsgalt hiszton deacetilaz enzim mRNS-szintli expresszios
szintje negativan korrelalt a tumorszuppresszor miR-124 szintjével. Mindezek alapjan a SIRT6
¢s a HDAC4 onkogén szerepe egyarant felvetddik. Koziiliikk a HDAC4 patogenezisben betdltott
szerepehez valoszinlibb a Warburg effektust eldsegitdé metabolikus hatdsok hozzéjarulasa, mig
a SIRT6 esetén vélhetden nem a metabolizmusra, hanem a hemopoézisre kifejtett hatas a
jelentdsebb. A diagnodzis idején megallapitott fehérvérsejtszammal tobb vizsgalt gén
expresszios szintje is korrelalt. A FAB M5 altipusi AML kezelésének elsé négy hete soran
mind a vizsgalt hiszton deacetildz enzimek, mind a mikro-RNS-ek expresszios szintjében
valtozasokat észleltiink, melyek legfontosabb potencialis klinikai alkalmazasa az alkalmazott
kezelés eredményességének elorejelzése lehet. A vizsgalt gének expresszids szintjének az AML
egyes alcsoportjai kozotti 0sszehasonlitdsa sordn statisztikailag szignifikans kiillonbségeket
allapitottunk meg.

Az epigenetikai és metabolikus valtozasok citogenetikai és molekuldris genetikai
eltérésekkel torténd egyiittes értékelése altal a jovoben 1étrejohet egy arnyaltabb prognosztikai
rendszer, mely a személyre szabott kezelés eldsegitésével a terdpids eredmények javulasdhoz

vezethet.
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FOBB UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

(1) Eros pozitiv korrelaciot igazoltunk a SIRT6 és a HDAC4 hiszton deacetilaz enzim
fehérjeszintii expresszidos szintje kozott, mellyel els6ként bizonyitottunk pozitiv
osszefiiggést NAD*-fiiggé és NAD-fiiggetlen hiszton deacetilaz enzimek expresszidja

kozott hematologiai malignus betegségekben.

(2) Erés pozitiv korrelaciét mutattunk ki a miR-378*, miR-23b és miR-26a szintje
kozott, mely mikro-RNS-eket szolid tumorokban a Warburg-tipusi metabolizmussal
hoztak osszefiiggésbe. Expresszios szintjiik emellett korrelalt az irodalombol jol
ismert tumorszuppresszor, onkogén, illetve a hemopoézis szabalyozasaért felelos

mikro-RNS-ek szintjével.

(3) A hemopoézis epigenetikai szabalyozasaért felelos TET2 enzimet szabalyozé
SIRT6 hiszton deacetiliz enzim MRNS-szintii expresszios szintje pozitivan korrelalt

a TET2 enzim szabalyozasaban szintén részt vevé miR-26a szintjével.

(4) A HDAC4 hiszton deacetiliz enzim mRNS-szintli expressziés szintje Szoros
korrelaciot mutatott a leukémia patogenezisében igazoltan szerepet jatszo,
tumorszuppresszor, onkogén, illetve a hemopoézis szabalyozasaért felelés mikro-

RNS-ek expresszios szintjével.

(5) Az akut mieloid leukémia egyes alcsoportjai kozott tobb esetben is szignifikans
kiilonbségeket észleltiink a vizsgalt hiszton deacetilaz enzimek és mikro-RNS-ek
expresszios szintjében.
(5/1) A HDAC4 fehérjeszintli expresszios szintje szignifikansan magasabbnak
bizonyult a nem mielodiszpldzias szindrémabol transzformalddott akut mieloid
leukémiaban szenvedd betegek csoportjdban, mint mielodiszplazias szindroméabol
tortént transzformacio esetén.
(5/2) A HDAC4 fehérjeszintli expresszios szintje szignifikdnsan magasabb volt az
FLT3-ITD mutaciét hordozé akut mieloid leukémias betegek csoportjaban, mint ezen
mutacio hidnyaban.
(5/3) Az akut mieloid leukémias betegek NPM1 mutaciot nem hordozo6 csoportjdban
a miR-125b szignifikansan magasabb expresszios szintjét észleltiik, mint az NPM1

mutaciot hordozok korében.

28



(5/4) A tumorszuppresszor miR-124 expresszios szintje szignifikansan magasabbnak

bizonyult FAB M5, mint FAB M2 tipusu akut mieloid leukémidban.

(6) A hematologiai malignus betegségek diagndzisanak idején megallapitott
fehérvérsejtszam negativan Kkorrelalt a HDAC4 mRNS, a SIRT6 mRNS, illetve a
MiR-26a expresszios szintjével, mig a miR-124 szintjével pozitiv Korrelacié

igazolodott.

KULCSSZAVAK
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