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1. Osszefoglalas

A hematoldgiai malignus betegségek patogeneziséhez igazoltan hozzajarulnak a DNS-
metilaciés mintazatban, a hisztonkodban, illetve a mikro-RNS-ek expresszios szintjében
bekovetkezé valtozasok, tovabba a malignusan transzformalodott sejtek metabolizmusanak
Warburg effektusként ismert, jellegzetes atalakulasa. Az epigenetikai és metabolikus eltérések
gyakran mar a betegség korai stadiumaban kialakulo, reverzibilis valtozasok, ezért igéretes
terapias célpontok.

Munkank soran hematologiai malignus betegségekben, elsdésorban akut mieloid
leukémiaban szenvedd felndtt betegek csontveld mintdiban vizsgaltuk mikro-RNS-ek és
hiszton deacetilaz enzimek expresszios szintjét Western blot analizis, valamint reverz
transzkripcid ¢és kvantitativ polimerdz lancreakcid segitségével. Vizsgélati paneliinkben
szerepelt a miR-378*, a miR-23Db, illetve a miR-26a, melyek szolid tumorokban igazoltan
szerepet jatszanak a Warburg effektus kialakulasdban. Vizsgaltuk harom tovabbi,
hematologiai malignus betegségekben jol karakterizalt mikro-RNS, a tumorszuppresszor
mMiR-124, az onkogén miR-155, valamint a mieloid sejtek differenciacidéjanak szabalyozasaért
felelos miR-125b expresszios szintjét. A hiszton deacetilaz enzimek koziil a glikolizis és a
hemopoézis epigenetikai szabalyozasaért egyarant felelés, NAD-fiiggd SIRT6, tovabba a
NAD*-fiiggetlen HDAC4 expresszidjat tanulméanyoztuk, melynek up-regulacidja gyermekkori
ALL-ben kemorezisztenciaval és a betegség kedvezotlen kimenetelével tarsul.

Legfobb célkitiizéseink a miR-378*, miR-23b, miR-26a, SIRT6 és HDAC4 feln6ttkori
hematologiai malignus betegségek patogenezisében betdltott szerepének tisztazasa, valamint a
NAD"-fiiggd és NAD'-fiiggetlen hiszton deacetilaz enzimek expresszids szintje kozotti
Osszefliggés tanulmanyozasa Volt.

Vizsgalataink soran erds pozitiv korrelaciot észleltink a SIRT6 ¢s a HDAC4
fehérjeszintii expresszids szintje kozott, ami a NAD'-fiiggd és NAD'-fiiggetlen hiszton
deacetilaz enzimek szinergisztikus szerepét jelzi a patogenezisben. A szolid tumorokban
Warburg effektussal Osszefliggésbe 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 expresszios szintje
pozitivan korrelalt a miR-378*, miR-23b, miR-26a, miR-125b és a miR-155 szintjével.



Mindkét vizsgalt hiszton deacetilaz enzim mRNS-Szintli expresszids szintje negativan
korrelalt a tumorszuppresszor miR-124 szintjével. Mindezek alapjan a SIRT6 és a HDAC4
onkogén szerepe egyarant felvetddik. Koziiliik a HDAC4 patogenezisben betdltott szerepéhez
valosziniibb a Warburg effektust eldsegité metabolikus hatasok hozzajarulasa, mig a SIRT6
esetén vélhetden nem a metabolizmusra, hanem a hemopoézisre kifejtett hatas a jelentdsebb.
A diagnozis idején megallapitott fehérvérsejtszammal tobb vizsgalt gén expresszids szintje is
korrelalt. A FAB M5 altipusi AML kezelésének elsé négy hete soran mind a vizsgalt hiszton
deacetilaz enzimek, mind a mikro-RNS-ek expresszios szintjében valtozasokat észleltiink,
melyek legfontosabb  potencialis klinikai alkalmazasa az alkalmazott kezelés
eredményességének clorejelzése lehet. A vizsgalt gének expresszids szintjének az AML egyes
alcsoportjai  kozotti Osszehasonlitdsa soran statisztikailag szignifikdns kiilonbségeket
allapitottunk meg.

Az epigenetikai és metabolikus valtozasok citogenetikai és molekularis genetikai
eltérésekkel torténd egylittes értékelése altal a jovoben Iétrejohet egy arnyaltabb prognosztikai
rendszer, mely a személyre szabott kezelés el6segitésével a terapias eredmények javulasahoz

vezethet.



2. Summary

It has been confirmed, that changes in the DNA methylation pattern, the histone code, the
expression levels of microRNAs and characteristic metabolic alterations referred to as the
Warburg effect are all important contributors of the pathogenesis of hematological malignant
diseases. Epigenetic and metabolic changes are reversible etiologic factors of leukemia,
developing in early stages of the disease, therefore they are promising therapeutic targets.

We investigated the expression levels of microRNAs and histone deacetylase enzymes
by Western blot analysis and reverse transcription with quantitative polymerase chain reaction
in the bone marrow specimens of adult patients with malignant hematological diseases,
principally acute myeloid leukemia. In solid tumors, miR-378*, miR-23b and miR-26a
contribute to the development of the Warburg effect. In addition, we determined the
expression level of the tumorsuppressor miR-124, the oncogenic miR-155 and the hemopoesis
regulator miR-125b, which are well-characterized microRNAs in hematological malignant
diseases. Among histone deacetylase enzymes, we evaluated the level of the NAD*-dependent
SIRT®, responsible for the epigenetic regulation of both glycolysis and hemopoesis, and the
NAD*-independent HDAC4, which up-regulation is associated with chemoresistance and
adverse prognosis in acute lymphoblastic leukemia of the childhood.

Our major aims were to elucidate the role of miR-378*, miR-23b, miR-26a, SIRT6 and
HDAC4 in the pathogenesis of malignant hematological diseases of the adulthood, and to
investigate the relationship between the expression levels of NAD*-dependent and NAD"-
independent histone deacetylase enzymes as well.

We observed strong positive correlation between the expression levels of SIRT6 and
HDAC4 proteins, that indicates the synergistic pathogenetic role of NAD"-dependent and
NAD*-independent histone deacetylase enzymes. The expression levels of miR-378*, miR-
23b and miR-26a positively correlated with each other, with the level of miR-125b and the
oncogenic miR-155, while negative correlation was found with the expression level of the
tumorsuppressor miR-124. These results confirm the role of the Warburg effect related miR-
378*, miR-23b and miR-26a in the pathogenesis of hematological malignant diseases of the
adulthood. Positive correlation was detected between the expression levels of SIRT6 mRNA
and miR-26a, moreover, the level of HDAC4 mRNA also showed positive correlation with
the expression of miR-378*, miR-23b, miR-26a, miR-125b and miR-155. The expression
level of both SIRT6 and HDAC4 mRNA negatively correlated with the level of the

tumorsuppressor miR-124. These relationships imply the potential oncogenic property of



SIRT6 and HDAC4. Among the two investigated histone deacetylase enzymes, the
contribution of Warburg effect promoting metabolic influence is more likely to the
pathogenetic role of HDAC4, while in the case of SIRT6, probably its impact on the
epigenetic regulation of hemopoesis is more important than metabolic consequences. The
expression levels of some genes also showed statistically significant correlation with the
white blood cell count determined at the time of the diagnosis. During the first four weeks of
the treatment of FAB M5 subtype of AML, the expression levels of both microRNAs and
histone deacetylase enzymes have changed, which most important clinical application could
be to predict the efficiency of a distinct therapeutic approach. Comparison of the gene
expression levels between the different subgroups of AML revealed statistically significant
differences.

The comprehensive evaluation of epigenetic, metabolic, cytogenetic and molecular
genetic alterations may lead to more complex prognostic stratification that could contribute to

personalized treatment in a significant manner, leading to improved therapeutic results.



3. Roviditések jegyzéke

2-HG: 2-hidroxiglutarat

5-caC: 5-karboxicitozin

5-fC: 5-formilcitozin

5-hmC: 5-hidroximetilcitozin

5-mC: 5-metilcitozin

BEDG: 18-fluoro-dezoxigliikoz

a-KG: a-ketoglutarat

Acetil-CoA: acetil koenzim A

ALL: akut limfoid leukémia

AML: akut mieloid leukémia

BCA: 2-2’-bikinolin-4-4’-dikarboxilsav
BSA: marhaszérum albumin

CBP: CREB kot6 fehérje

CDKG6: ciklinfiiggd protein kinaz 6
CLL: krénikus limfoid leukémia

CML: kronikus mieloid leukémia
DNMT: DNS metiltranszferaz

EDTA: etilén-diamin tetraecetsav
ERRYy: 0sztrogénnel rokon receptor vy
FAB: Francia-Amerikai-Brit

FAD: flavin adenin dinukleotid

FDA: Elelmiszer- és Gyogyszerfeliigyeleti
Hatosag

FH: fumarat hidrataz

FLT3: fms-szert tirozin kinaz 3
GABPA: guanin adenin ismétlédés kotd
fehérje a

GDH: glutamat dehidrogenaz

GLUTL: 1-es tipusu gliikdz transzporter
GNAT: GCN5-h6z hasonld N-
acetiltranszferaz

HAT: hiszton acetiltranszferaz

HCL: hajas sejtes leukémia

HDAC: hiszton deacetilaz

HDM: hiszton demetilaz

HGB: hemoglobin szint (g/l)

HIF1a: hypoxia indukalta faktor 1a
HK II: hexokinaz II-es izoforma

HL: Hodgkin lymphoma

HMT: hiszton metiltranszferaz

HSC: hemopoetikus dssejt

IDH: izocitrat dehidrogenaz

ITD: bels6 tandem duplikacio

ITP: idiopathias thrombocytopenias
purpura

JAK: Janus arct kinaz

LDH: laktat dehidrogenaz

LNA: zart szerkezeti nukleinsav
LSD1: lizinspecitikus demetilaz 1
MCT1: monokarboxilat transzporter 1
MDS: mielodiszplazias szindroma
mMIiRNA: mikro-RNS

MLL: mieloid/limfoid leukémia gén
MPAL.: kevert fenotipust akut leukémia
MTHFD2: metilén tetrahidrofolat
dehidrogenaz 2

MYST: MOZ, Ybf2, Sas2, Tip60
NAD™: nikotinamid adenin dinukleotid
NFW: nukledzmentes viz

NPMI1: nucleophosmin 1 gén

PDH: piruvat dehidrogendz

PDHX: piruvat dehidrogenaz komplex X
komponens

PDK: piruvat dehidrogendz kindz



PET: pozitron emisszios tomografia

PFK I: foszfofruktokinaz I

PGCl1o/B: peroxiszoma proliferator
aktivalta receptor gamma koaktivator 1o/83
PGM2: foszfoglicerat mutaz 2

PHGDH: foszfoglicerat dehidrogenaz
PIC: proteazgatlo koktél

pIRNA: piwi-vel kdlcsonhatdo RNS

PIWI: P-elem altal indukalt Wimpy here
fehérje

PKM2: piruvat kinaz M2 izoforma

PLT: trombocitaszam (G/1)

PML: promielocitas leukémia

PRMT: feniletanolamin N-metiltranszferaz
qPCR: kvantitativ polimeraz lancreakcio
RARa: retinsav receptor a

RBC: vorosvértestszam (T/1)

RISC: RNS indukalta csendesité komplex
ROS: reaktiv oxigéngyokok

RT: reverz transzkripcid

SAM: S-adenozil metionin

SDH: szukcinat dehidrogendz

SDS: natrium-dodecil-szulfat

SET: Suppressor of variegation 3-9,
Enhancer of zeste, Trithorax

SHIP1: SH2 domént tartalmazo inozitol
foszfataz 1

siRNA: kis interferald RNS

SIRT: sirtuin tipust hiszton deacetilaz
SNP: egypontos nukleotid-polimorfizmus
snoRNA: kis nukleolaris RNS

TDG: timin DNS-glikozilaz

TET: tiz tizenegy transzlokacid

TIGAR: tumor protein 53 indukalta
glikolizis és apoptozis regulator

TKD: tirozin kindz domén

UPL.: univerzalis proba konyvtar

UTR: nem transzlal6do régio

WBC: fehérvérsejtszam (G/1)

WHO: Egészségligyi Vilagszervezet
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4. Bevezetés

A tumorokban bekovetkezd epigenetikai valtozdsokrol kozolt elsd adatok 1983-bol
szarmaznak [1]. Mara bebizonyosodott, hogy a génexpressziés mintdzatban a DNS
szekvencidjdnak modosulasa nélkiil bekovetkezd valtozasok - melyek érinthetik a DNS-
metilaciot, a hisztonkdédot és a kiilonbozé nemkodold6 RNS-eket egyarant - a
transzlokaciokhoz és molekularis genetikai eltérésekhez hasonléoan a malignus betegségek, és
azon beliil a leukémia patogenezisének fontos tényezéi. Az egészséges hemopoézishez
nélkiilozhetetlen az epigenetikai szabalyoz6 mechanizmusok zavartalansaga, amelyek
komplex kisiklasat bizonyitékok novekvd sora tamasztja ald az onkohematologiai
korképekben. A sejtek metabolizmusanak Otto Warburgrol eclnevezett jellegzetes
megvaltozasa, mely magaban foglalja a fokozott glikolizist és laktatképzddést, szintén a
malignus betegségek jellemz6 sajatossaga. A sejtanyagcsere és az epigenetikai szabalyozas
megvaltozasa ugyanakkor egymastol 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 molekularis genetikai
eltérésekkel ellentétben reverzibilisek, ezaltal a beavatkozas lehet6sége alapvetden
kiilonbozik. Az ezen valtozasokat célzo terapias szerek az eddigi adatok szerint eredményesen
kombinalhaték mind egymassal, mind konvencionalis kemoterapids szerekkel. Az
epigenetikai valtozasokra a reverzibilitds mellett jellemzd, hogy a genetikai eltéréseknél
gyakran id6ben korabban bekdvetkeznek, és a kromatinallomany szerkezetének modosulasa
révén kovetkezményes genetikai valtozasokat indukalnak. Az egyes tumorszuppresszor
gének, onkogének és transzlokaciok révén képzddo fuzids onkoproteinek malignus betegség
kialakulasat gatlo vagy elOsegité hatdsa ugyanakkor rendszerint masodlagosan kialakuld
epigenetikai eltérésekhez kotott.

Genetikai ¢és epigenetikai valtozasok tehat egylittesen, egymassal sokszoros
kolcsonhatasban allva jarulnak hozza a génexpresszids mintdzatot meghatdrozd komplex
szabalyozo haldézat miikodésének malignus betegség kialakuldsdhoz vezetd kisiklasahoz. A
jovOben az egyes terapids szerek kombinaciojanak megvalasztisa lehetdség szerint egyénre
szabottan, a genetikai, epigenetikai és metabolikus eltérések egyiittes értékelése alapjan kell,
hogy torténjen, ezaltal novekedhet a talélok szama, és javulhat a talélok életmindsége.

Munkank soran hematologiai malignus betegségekben szenved$ felnétt betegek
csontveld mintaiban vizsgaltuk NAD"-fliggd és NAD'-fiiggetlen hiszton deacetilaz enzimek,

illetve mikro-RNS-ek expresszios szintjét, melyek egy részét szolid tumorokban a Warburg-
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tipus metabolizmussal hoztak Osszefliggésbe. Az expresszios szinteket Osszevetettiik a
diagnézis idején meghatarozott kariotipussal, molekularis genetikai eltérésekkel és Klinikai

adatokkal.
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5. Irodalmi attekintés

5.1 Az epigenetikai szabalyozas fobb jellemzoi

Az epigenetika elsé definicioja 1942-b6l, Conrad Hal Waddingtontol szarmazik, mely
szerint az epigenetika felelds a genotipus fenotipusban torténd megnyilvanulasaért [2]. Az
elsé definicid megsziiletését szamos tovabbi kovette. A 2000 6ta leggyakrabban hasznalt,
Wolffe és Guschin nevéhez fiiz6d6 verzio értelmében az epigenetika mindazon szabalyozo
mechanizmusokat magaba foglalja, melyek nyoman a génexpresszios mintazat a DNS
szekvenciajanak megvaltozasa nélkiil modosul [3].

Az epigenetikai szabalyozasért felelds enzimeket és fehérjéket harom csoportba soroljuk
aszerint, hogy epigenetikai modositast Iétrehoznak (,,writer”), megsziintetnek (,,eraser”) vagy
meghatarozott domének altal felismernek (,,reader”) (1. abra) [4]. Ezen enzimek jellemzden
multiprotein komplexek alkotdelemeiként fejtik ki hatasukat, melyek Osszetételét a sejttipus

és differenciacios stadium egyarant befolyasolja [5].

eraser '®) F:q
== g ad

1. dbra: Az epigenetikai szabalyozasért felelés fehérjék harom nagy csoportjat aszerint kiilonboztetjilk meg,
hogy epigenetikai markerek 1étrehozasaért (,,writers”), eltavolitasaért (,,erasers”), vagy felismeréséért (,,readers”)
felel6sek (www.being-bioreactive.com)

Az epigenetikai modositasok legfobb tipusai a DNS-metilacio, a hiszton modifikacio, a
nemkodoldo RNS-ek altal 1étrejovo génexpresszids valtozasok és a nukleoszoma remodelling
[2]. A molekula hossza alapjan kis, illetve hosszi nemkdodold RNS-eket kiilonboztetiink meg,
utobbiakrol 200 nukleotid feletti hosszusag esetén beszéliink [6]. A kis nemkodoldo RNS-ek
ko6zé a kis interferald RNS-ek (SIRNAs), mikro-RNS-ek (miRNAS), piwi-vel kolcsonhatod
RNS-ek (piRNAs) és kis nukleolaris RNS-ek (snoRNAs) tartoznak [7]. A nukleoszémak
szerkezetének szabalyozasaért fehérje alegységekbol allo, ATP-fliggd kromatin remodellald
komplexek felelések [8].

A ,reader” fehérjék harom nagy csoportja a metilalt citozint, az acetilalt lizint, illetve a
metilalt lizin vagy arginin oldallancokat felismerd fehérjék, amelyek az adott epigenetikai

marker felismeréséhez sziikséges doménekkel rendelkeznek, és sok esetben a marker
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felismerését kovetden ahhoz tovabbi epigenetikai moddositdsokat 1étrehozd enzimeket
toboroznak.

Az epigenetikai markerek fontos sajatossaga, hogy 6rokolhetd, ugyanakkor reverzibilis
valtozasok. Nagyfoku plaszticitas jellemz6é rajuk, hiszen a differenciacio és egyedfejlodés
soran, tovabba kornyezeti tényez6k hatasara rendkiviil dinamikusan valtoznak [3]. Jelentések
példaul a taplalkozas, a testmozgés, a cirkadidn ritmus, a stressz és egyéb pszichologiai
tényezok altal kivaltott epigenetikai hatasok. 2010-ben kozolték azokat az eredményeket,
melyek szerint stressz hatdsara a DNS-metilacids mintdzat, a hisztonkod, illetve a
nukleoszomak konformacidja egyarant megvaltozik, tobbségbe keriilnek a génexpresszid
repressziojat okozo markerek, ezeknek a valtozasoknak az 0sszessége pedig nagymértékben

hozzajarul a malignus betegségekre jellemzd kontrollalatlan sejtproliferaciohoz [9].

5.2 A DNS-metilacios mintazat szabalyozasa

5.2.1 DNS-metilacié

A DNS-metilaciot els6ként Feinberg és Vogelstein irta le, 1983-ban [10]. A DNS-
metilacio kovalens modositas, melynek soran DNS metiltranszferaz (DNMT) enzimek S-
adenozil-metionin  (SAM) molekularol szarmazé metilcsoportot kapcsolnak a CpG
dinukleotidok citozin bazisainak 5’ szénatomjahoz [11]. A DNS-metilacio a transzkripcio
repressziojat eredményezi [11]. Szamos fiziologias folyamat, példaul az imprinting mintazat
fenntartasa, az X kromoszoma inaktivacid, valamint a szovetspecifikus génexpresszids
mintazatok fenntartasa soran nélkiilozhetetlen szerepet tolt be [12].

A replikacidé soran az Gjonnan képz6dé DNS-szal fenntartdé metilaciojaért a DNMT1
enzim felelds, mely a nem metilalt DNS-szakaszokhoz viszonyitva 10-40-szeres affinitassal
rendelkezik a hemimetilalt DNS irant [13]. A de novo DNS-metilacié enzimei a DNMT3A és
a DNMT3B [10]. A DNMT3L enzimatikus aktivitassal nem rendelkez6, a tobbi DNS
metiltranszferaz enzim aktivitasanak szabalyozasaért felelés fehérje [10]. A DNMT2
alapvetéen transzfer-RNS metiltranszferaz enzim, de gyenge DNS metiltranszferaz
aktivitassal szintén rendelkezik [14]. A DNMT3A, DNMT3B, valamint a DNMT1 enzim
hidnya allatkisérletek soran embrionalis vagy korai posztnatalis életkorban letalisnak
bizonyult [13].

5.2.2 DNS-demetilacié és DNS-hidroximetilacio

A DNS demetilacidja lehet passziv és aktiv folyamat. Passziv demetilacio esetén a

replikacid soran Ujonnan képz6dé DNS-szalon elmarad a fenntarté metilacid, mig az aktiv

demetilacié tobb 1épésben, S5-hidroximetilacion keresztiil megvalosuld folyamat [15, 16].
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Az  5-hidroximetilcitozint  (5-hmC) elséként Wyatt és Cohen azonositotta
bakteriofagokban, 1952-ben [15]. Az azéta hatodik bazisként is emlegetett 5-hmC eml6s
DNS-ben torténd elsé leirasa 2009-bél szarmazik [15]. Szintén 2009 6ta ismert, hogy az 5-
hmC 5-metilcitozinbol (5-mC) torténd képzdédését a TET nevii, haromtagi enzimcsalad
katalizalja, melyek kofaktorként Fe(Il) ion és a-ketoglutarat (a-KG) jelenlétét igénylik [17].
Az aktiv demetilacié soran az 5-hmC tobb egymast kovetd, szintén TET enzimek altal
katalizalt 1épésben tovabb mddosul 5-formilcitozinna (5-fC), majd 5-karboxicitozinna (5-caC)
[15]. Az 5-formilcitozin és 5-karboxicitozin markerek eltavolitasaért a timin DNS-glikozilaz
(TDG) enzim felelés, majd a keletkezé abazikus helyet a bazis excizids repair korrigalja
metilalatlan citozinnal [18]. Mivel a TET enzimek kofaktoraul szolgald a-ketoglutaratot az
izocitrat dehidrogenaz (IDH) enzimek allitjak elo, ezért a DNS-metilacios mintazat

szabalyozasaban az IDH1 és IDH2 kozvetetten igen fontos szerepet tolt be [19].

5.3 A DNS-metilacios mintazatot szabalyoz6 enzimek szerepe a hemopoézis

és a karcinogenezis soran

A TET2 enzimnek kiemelt jelentdséget tulajdonitanak a hemopoézis epigenetikai
szabalyozasaban. Mutéacio révén kialakuld haploinszufficienciaja a hemopoetikus Ossejtek
(HSC) homeosztazisnak felborulasdhoz, Onmegujitdé képességik koéros mértéki
fokozddéasahoz vezet [20]. Zavart szenved a hemopoetikus prekurzorok differenciacioja, €s
premalignusnak tekinthetd, még nem teljes mértékben transzformalddott sejtklonok jonnek
létre [17]. IDH mutéacioval tarsuld akut micloid leukémiaban (AML) a mieloid differenciaciot
szabalyoz6 gének promoterének aberrans hipermetilaciojat figyelték meg [19].

A malignus betegségekre jellemzé a DNS-metilacids mintdzat megvaltozasa, mely
utalhat mind a tumor tipusara, mind annak stadiumara [11]. A globalis DNS-hipometilacié a
malignusan transzformalodott sejtekben elsoként felfedezett epigenetikai valtozas volt [13].
Az extenziv demetilacid szamos potencialis kovetkezménye koziil kiemelendd a genomi
instabilitas és aneupoidia kialakulasa, protoonkogének ¢és parazita DNS-szakaszok
aktivacidja, illetve az imprinting mintdzat megvaltozasa [11, 21]. A globalis hipometilacid
mellett bizonyos szekvenciarészletek hipermetilacidja szintén jellemzd, mely rendszerint
tumorszuppresszor tulajdonsagu fehérjekodold gének és mikro-RNS-ek promotereit érinti
[22].

A DNS-metilacios mintdzat szabalyozdsdban résztvevd enzimek megvaltozott

crcr

crer
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megfigyelték, az IDH, DNMT3A és TET2 enzimek mutacioja pedig kozvetleniil hozzajarul az

aberrans DNS-metilaci6s mintazat kialakulasahoz [23].

54 A DNS-metilacios mintazatot érinté valtozasok hematolégiai malignus

betegségekben. Klinikai alkalmazasok

Mind akut, mind kronikus leukémiakban ismertek a DNMT enzimeket, illetve a DNS
metilaciés mintazatot érintd valtozasok. AML-ben a DNMT enzimek up-regulacidja
igazolodott, tovabba a betegek 95%-anal aberrans DNS-metilaciés mintazatot észleltek
legalabb egy gén esetében [24]. A t(8;21), inv(16) és t(15;17) transzlokacid esetén jellegzetes
DNS-metilacios profilokat azonositottak [25]. Kronikus mieloid leukémiaban (CML) a
DNMT enzimek expresszios szintje a betegség stadiumaval parhuzamosan valtozik [12].
Kronikus limfoid leukémiaban (CLL) a DNMT3B enzim down-regulécidja jellemz6 [26]. A
DNS-metilacios mintazatban  bekdvetkezé  valtozasok, illetve a  DNS-metilacid
szabalyozasaért felelés enzimek mutacioi alkalmasak prognosztikai kovetkeztetések
levonasara és kemorezisztencia elérejelzésére, illetve terapias célpontokat is jelentenek
egyben [25].

A rendelkezésre alld6 eredmények szerint a DNMT3A enzim mutacioja AML-ben
kedvezOtlen kimenetelt jelez, és eldsegiti az antraciklinekkel szembeni kemorezisztencia
kialakulasat. Ugyanakkor a DNMT3A, TET2 és IDH mutaciok prognosztikai relevanciajanak
megitélésekor az egyes molekuldris genetikai eltérések kombinacidjanak figyelembe vétele
elengedhetetlen [20, 27]. Az IDHI és IDH2 enzim mutacidja példaul normal kariotipusu,
FLT3-ITD eltéréssel nem kisért NPM1 mutéaciot hordozo AML-es betegekben kedvezdtlen
progndzisra utal [28, 29].

A citozin analdég azacitidint (5-azacitidin) 2004-ben, a decitabint (5-aza-2’-deoxicitidin)
2006-ban fogadta el az FDA mielodiszplazias szindroma (MDS) kezelésében [11]. Az els6,
klinikai tanulmanyba bevont IDH inhibitor a mutdns enzim altal termelt 2-hidroxiglutarat (2-

HG) képz6dését meggatolo AG-221 volt [30].

5.5 Hiszton modifikacio és a hisztonkodot meghatarozo enzimek

A hiszton fehérjék struktiralatlan N-termindlis részén bekdvetkez6 kovalens
modositasok Osszességét hisztonkddnak nevezziik, mely kifejezés Strahl és Allis nevéhez
fliz6dik [31]. A hiszton modifikacionak szamos tipusa ismert. Megkiilonboztetiink hiszton
acetilaciot, metilaciot, deiminaciot, foszforilaciot, ubikvitinaciot, szumoilaciot, ADP-

ribozilaciot, prolin izomerizaciot, valamint biotinilaciot, melyek koziil legtobb adat az
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acetilaciorol és metilaciorol all rendelkezésre [32]. Az egyes hiszton oldallancok modifikacios
helyei kozotti kis tavolsag kedvez a kolcsonhatasok kialakuldsanak [31]. Egymast kizaro,
illetve szekvencialis hisztonmddositasok egyarant ismertek.
5.5.1 Hiszton acetilacio és deacetilacio

Az acetilacio és a deacetilacio a hiszton fehérjék lizin oldallancain torténik [2]. A hiszton
acetiltranszferaz enzimek (HAT) altal katalizalt acetilacié soran a lizin €-aminocsoportjahoz
kapcsolodo acetilcsoport semlegesiti az oldallanc pozitiv toltését, ezaltal gyengiil a DNS és a
hiszton fehérjék kozotti elektrosztatikus kapcsolat, ami a transzkripcio aktivaciojahoz vezet
[33].

A HAT enzimek sejten beliili lokalizacidja szerint megkiilonboztetiink a sejtmagban
talalhato A-tipusq, illetve a citoplazmaban jelenlévd B-tipust enzimeket [32]. Az elterjedtebb,
doménszerkezet szerint torténd rendszerezés a HAT enzimeket a GNAT, MYST és a

p300/CBP nevii csoportokba sorolja (1. tablazat) [32].

Hiszton acetiltranszferaz enzimek
. Szubsztrat hiszton
Csoport Enzimek fehérjék
GCNS5 H3, H2B
PCAF
GNAT HAT1 H3, H4
[ELP3 H4, HZA
HPA2
ESA1 H2A, H4
MOF H4
SAS2
SAS3 H3
MYST
MORF
TIP60
HBO1
MOZ M3, H4
1300
p300/CBP CEP

1. tablazat: A hiszton acetiltranszferaz enzimek (HAT) 6 csoportjai

Az acetilacidval szemben a deacetilacié a génexpresszié repressziojahoz vezet [11]. A
hiszton deacetilaz (HDAC) enzimek hiszton és nem hiszton fehérjék lizin oldallancainak
deacetilaciojat egyarant végzik, és nagyszdmu biologiai folyamat szabalyozasaért feleldsek
[34]. Az els6 HDAC enzimet (HDAC1) 1996-ban fedezték fel. A jelenleg ismert 18
kiilonboz6 hiszton deacetilaz enzimet 4 csoportba soroljuk [35]. A HDAC fehérjék a III-as
csoportba tartozo, kofaktorként NAD*-ot hasznosité sirtuinok (SIRT) kivételével Zn**-fliggd
enzimek [35].
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Az l-es csoportba tartozo HDAC enzimekre (HDAC1, HDAC2, HDAC3, HDACS)
ubikviter, mig a IlA csoport enzimeire (HDAC4, HDAC5, HDAC7, HDAC9)
szovetspecifikus expresszid jellemz6 [33]. A [IB csoport duplikalt katalitikus domént
tartalmazo enzimei (HDAC6, HDAC10) foként a citoplazmaban talalhatbak meg [35]. A IV-
es csoportba tartozd egyetlen enzim (HDAC11) az immuntolerancia szabalyozasaban vesz
részt [35]. A NAD"' kofaktort igényld SIRT enzimek héttagli csoportjara (SIRT1-7)
jellegzetes szubcellularis lokalizacio jellemz6 (2. tablazat). A SIRT1, SIRT6 és SIRT7 foként
a sejtmagban, a SIRT2 a citoplazmaban, mig a SIRT3, SIRT4 és SIRTS5 a mitokondriumban
talalhato [33].

Sirtuim  [Lokalizacio Enzimaktivitas Metabolizmushan betiltitt szerep

sejtele inzulinnal szembeni erzekenysegenek
SIRT]1 |[sejtmag deacetilaz szabalyozasa, glikoneogenezis, zsirsavak [
oxidacioja

koleszterol bioszintézis, sejtek inzulinnal

itoplazma deacetildz, demirisztoildcid
SIRT2 |citop Facenan. seoraso szembeni erzekenységeének szabalvozasa

zsirsavak B-oxidacidja, pinmvat
SIRT3 |mitokondrium deacetildz, dekrotonilacié |dehidrogenaz (PDH) és citratkdri enzimek
szabalvozasa, ghitamin metabolizmus

deacetilaz, ADP-
SIRT4 |mitokondriom riboziltranszferdz, ghitamin metabolizmus
lipoamidacio

d tilaz. demalonilaz,
SIRTS |mitokondriom d:;iccz:lézﬂ;e;hltiéz ketontestszintézis, ureacikius

SIRT6 - deacetilaz, ADP- glikcolitikus geének expresszidjanak
Sepmas riboziltranszferaz szabalyozasa
SIRT7 sejtmag deacetilaz

2. tablazat: Sirtuin tipusu hiszton deacetilaz enzimek

A sirtuin enzimek a deacetilacié mellett szamos tovabbi enzimaktivitassal rendelkeznek.
A SIRT2 demirisztoilacidért, a SIRT3 dekrotonilacioért, a SIRT4 pedig mono-ADP
ribozilacioért és lipoamidacioért is felel6s [36, 37]. A SIRTS demalonilaz, deszukcinilaz és
deglutarilaz aktivitassal egyarant rendelkezik [37, 38]. A SIRT6 a hiszton deacetilacié mellett
a SIRT4-hez hasonléan mono-ADP ribozilaciot is végez [36].

A sirtuinok nélkiilozhetetlen szerepet toltenek be a metabolizmus szabalyozasaban [39].
A SIRT1 fokozza a sejtek inzulinnal szembeni érzékenységét, a gliikoneogenezist és a

zsirsavak B-oxidaciojat [40, 41]. A SIRT2 serkenti a koleszterol bioszintézisét, illetve a
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SIRT1 enzimmel ellentétben a sejtek inzulinnal szembeni rezisztenciajanak fokozddasahoz
vezet [42, 43]. A SIRT3 serkenti a zsirsavak R-oxidaciojat, szabalyozza a piruvat

dehidrogenaz (PDH) enzimkomplexet, a citratkor enzimei koziil az izocitrat dehidrogenazt és
a szukcinat dehidrogenazt (SDH), valamint aktivalja a glutamat dehidrogenaz (GDH) enzimet
[37, 39, 44, 45]. Expresszios szintje kaloriamegszoritas, ¢hezés és a fizikai aktivitas
kovetkeztében megemelkedik [37]. A SIRT4 a GDH enzimet ADP-ribozilacio révén gatolja,
ezaltal a glutamin metabolizmust a SIRT3 enzimmel ellentétes médon szabalyozza [37]. A
SIRTS szabalyozza a ketontestek szintézisét és az ureaciklust [37]. A SIRT6 kolcsonhat a
fontos szerepe van a glikolizis szabalyozasaban [36].

A SIRT enzimek a mitokondriumok intakt funkciojanak fenntartasaért felelds
legfontosabb epigenetikai szabalyozd tényezOk kozé tartoznak [45]. A mitokondriumok
kiilonboz6 stresszhatasokkal szembeni ellenallasat leginkabb a SIRT3 biztositja [37]. A
mitokondriumok biogenezisének szabalyozasaban tobb sirtuin enzim is részt vesz. Az U]
mitokondriumok képzddését serkentd PGCla transzkripciods faktort a SIRT1 enzim aktivalja,
a SIRT4 pedig gatolja [39, 46]. A reaktiv oxigéngyokok (ROS) mennyiségét a SIRT3 és a
SIRT5 egyarant csokkenti [36, 37]. A duplaszala DNS-t6rést kovetd repair folyamatok és az
oregedés sebességének szabalyozasaban a SIRT6 enzimnek tulajdonitanak kiemelt
jelentdséget, amely a genom integritdsanak fenntartasahoz retrotranszpozonok csendesitésével
is hozzajarul [47, 48].

5.5.2 Hiszton metilacio és demetilacio

A hiszton metilacio lizin vagy arginin oldallancokon mehet végbe [2]. Ellentétben az
acetilacioval, a kromatinallomany toltésviszonyait nem befolyasolja, ugyanakkor a hiszton
metilacios markerek sokszor biztositanak dokkold helyet tovabbi szabalyozo fehérjék szamara
[49]. A modositas a génexpresszid aktivacidjahoz és represszidjahoz egyarant vezethet az
érintett lizin vagy arginin oldallanc, illetve az ahhoz kapcsolédd metilcsoportok szamanak
fiiggvényében [11, 50]. A lizin oldallancokon mono-, di- és trimetilacio is lehetséges, mig az
arginin oldallincokon mono-, valamint szimmetrikus és aszimmetrikus dimetilaci6 torténhet
[32].

A hiszton oldallancok metilacidjat hiszton metiltranszferaz (HMT) enzimek katalizaljak.
A lizin metilacidért felelés enzimeknek két fo tipusat kiillonboztetjik meg aszerint, hogy
tartalmazzak-e a SET domént [51]. Az arginin metiltranszferizok (PRMT enzimek)

csaladjanak 9 tagja ismert [20]. A hiszton metilacid reverzibilitasat a hiszton demetilaz
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(HDM) enzimek biztositjak, melyek két f6 tipusa a doménszerkezet szerint a flavin-
dependens monoamin oxidazok csaladja, illetve a Jumonji C domént tartalmazo hiszton
demetilaz enzimek [11]. A hiszton metilacioért és demetilacioért felelés metiltranszferaz és
demetilaz enzimeket a 3. tdblazatban tiintettiik fel.

5.5.3 A hiszton modifikaci6 hemopoézis és karcinogenezis soran betoltott

szerepe

Az utébbi években szamtalan, hiszton modifikacioért felelds enzim hemopoézis sordn
betoltott szerepe igazolodott. A vérképzés epigenetikai szabédlyozasdnak karmestereként
szamon tartott TET2 enzimet a hiszton deacetilazok koziil a SIRT6 szabilyozza, melynek
csendesitését kovetden az S5-hmC szint megndvekedését észlelték, mig a SIRT6

overexpresszioja az 5-hmC szint csokkenését eredményezte [52].

Arginin B Jumonji domént
Szubsztrat LSD
Hiszton lizin metiltranszferaz enzimek |metiltranszferaz tartalmazé
) oldallincok |demetilizok .
enzimek demetilazok
SET-domént szubsztrat PRMTI HARS L SDI UTX
tartalmazo oldallancok
MILL1 H3K4me PRMT?2 LSD2 JARIDIA
MLL2 H3K4me PRMT3 JARID1B
MLL3 H3K4me PRMT4 H3R2.17,26 JARIDIC
MLL4 H3K4me PRMTS H4R3, H3RS8 JARIDID
MLL5 H3K4mel.2 PRMT6 H3R2 IMID2A
SUV39H1 H3K9me3 PRMT7 H2A, H4R3 IMJID2B
SUV39H2 H3K9me3 PRMTS H4? JMID2C
SUV420H1 H4K20me3 PRMT9 H4, H2A IMID2D
SUV420H2 H4K20me3 PRMTI10 JMID3
H3K27mel,2,3,
EZID2 es22s PRMTI1 IMID4
H3K9me
H3K9mel.2,
G9a IMIDS
H3K27me, H3K56me
H3K9mel,2,
GLP IMID6
H3K27me
NSD1 H3K36me, H4K20me IMID7
SETDI1A H3K4me IMID8
SETDI1B H3K4me PHF2
SETD?2 H3K36me PHFS
SET-domént nem |szubsztrat
tartalmazoé oldallancok
DOTIL H3K79me

3. tablazat: Hiszton lizin és arginin metilacioért, valamint hiszton demetilacidért felelés enzimek

A hiszton médositasokért felelés enzimek megvaltozott expresszids szintje, mutdcidja,
valamint a hisztonkdédban bekovetkezd valtozasok a malignus betegségek kialakulasaban
egyarant szerepet jatszik [35]. Az EZH2 hiszton metiltranszferaz enzim malignus
betegségekben bekovetkezd funkcidnyeréses és funkciovesztd mutacidi egyarant ismertek,

ami az EZH?2 tumortipustol fliggd onkogén vagy tumorszuppresszor tulajdonsagara utal [51].
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A hiszton deacetildz enzimek potencialis tumorszuppresszor ¢és onkogén sajatsagarol
ellentmondasos eredmények allnak rendelkezésre [33].

554 Hiszton modifikaciot érintdo valtozasok hematologiai malignus

betegségekben. Klinikai alkalmazasok

Hasonloan a szolid tumorokhoz, leukémiaban is egyre tobb adat all rendelkezésre a
hiszton modifikacioért felelés enzimeknek a betegség patogenezisében betdltott szerepérol.
AML-ben igazoltak a HDAC4 kolesonhatasat az FLT3 jelatviteli Gitvonaldhoz tartozo PRL3
fehérjével, nem talaltak azonban Gsszefliggést az I-es csoportba tartozo6 HDAC enzimeket
érinté egypontos nukleotid-polimorfizmusok (SNP) és az AML kialakulasanak valosziniisége
kozott [53, 54]. CLL-ben a HDAC1, HDAC3, HDAC6, HDAC7, HDAC9, HDAC10, SIRT1
¢s SIRT6 up-regulaciojat, valamint az E-cadherin gén hipoacetilacio altal bekovetkezd down-
regulaciojat észlelték [55, 56]. A csecsemdkori leukémia az esetek tobb mint 70%-aban a
tartalmazo, azonban szintén hiszton metiltranszferaz aktivitasa DOTIL enzim mutacidja
hematologiai malignus betegségekben csak ritkan fordul eld, helyette jellemzden az altala
létrehozott H3K79 metilacios marker célra iranyitasa valtozik meg [51]. Gyermekkori akut
limfoid leukémiaban (ALL) a HDAC4 magas expresszios szintje Kedvezétlen progndzist
jelez, és prednisonra adott kedvezétlen terapias valasszal tarsul [58]. CLL-ben a HDACT7 és
HDAC10 up-regulaciojat, valamint a HDAC6 ¢és SIRT3 alacsony szintjét hoztak
Osszefliggésbe a betegség kedvezbtlen kimenetelével [59].

Mind a kiilonb6z6 HAT, mind a HDAC, HMT és HDM enzimek inhibitorai ndévekvo
szamban allnak rendelkezésre (4. tablazat). Vannak kozottiik az FDA altal elfogadott szerek,
szamos tovabbi vegyiilettel pedig jelenleg is klinikai vizsgalatok folynak. Az egyes
inhibitorokra jellemzé az epigenetikai szabalyozasért felelds enzimek altal alkotott
multiprotein komplexek iranti eltérd affinitds, ugyanakkor egy adott enzimre szelektiv
gatloszerbdl csak kevés ismert, kiilondsen HDAC inhibitorok esetén [35]. Az MLL1 gén
transzlokaciojaval tarsulo akut leukémiaban az ezidaig rendelkezésre 4ll6 eredmények alapjan
a hiszton metilacids mintdzatot szabalyoz6 tobbféle HMT és HDM enzim, koztiik a DOTIL,
az EZH2, illetve az LSD1 gatloszerei is hatékonyak lehetnek [60-62].
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5.6 Mikro-RNS-ek

5.6.1 A mikro-RNS-ek biogenezise és nomenklatiiraja

A mikro-RNS-ek 19-24 nukleotid hosszisagu, evoliciosan konzervalt nemkddold RNS-
molekuldk [63]. Kodold régioik elsdsorban intergénikus és intron régidkban talalhatok, kb.
50%-ban genetikailag instabil, un. fragilis helyeken vagy rakkal asszocialt régiokban [64]. A

mitokondriumokban jelenlévé mikro-RNS-eket mitomiR-eknek nevezik [65].

HAT . .

inhibitorok C646 (p300), curcumin (CBP, p300), garcinol (PCAF, p300)
IAN-9, belinostat, depsipeptide, entinostat (SNDX-275),

HDAC tmocetinostat, natrium-butirat, natrium-fenilbutirdt,

inhibitorok panobinostat, pracinostat, SAHA, SelSA, trichostatin A,

wvalproat, givinostat, vorinostat, LAQ-824, ST80 (HDACSE),
BMIL-210, romidepsin

3-deazaneplanocin A (EZH2), AzaAdoMet, BIX-01294
(G9a), Sinefungin, UNC0224 (G9a), UNC0321 (G9a),
HMT chaetocin (SUV39H1), GSK126 (EZH2), E11 (EZH2),
inhibitorok [EPZ005687 (EZH2), EPZ5676 (DOTI1L), EPZ004777
(DOTIL), GSK926 (EZH2), GSK343 (EZH2), EPZ6438
(EZH2),E7438 (EZH2), GSK2816126 (EZH2), A366

HDM

inhibitorok 2-fenileiklopropilamin, N-oxalilglicin (JMID)

4. tablazat:Epigenetikai timadaspontu célzott terapias szerek (specifikus gatloszerek esetén a gatolt enzim nevét
zardjelben feltiintettiik)

A mikro-RNS-ek expresszios szintje a fehérjekodold génekhez hasonld moédon
szabalyozott [66]. A biogenezis elsé 1épése soran az RNS polimeraz II irja at a primer
transzkriptumot (pri-mikro-RNS), melynek strukturajahoz a fehérjekddolo génekhez
hasonloan hozzatartozik a 7-metilguanozin sapka és a poli-A farok rész [67]. A pri-mikro-
RNS-b61 az RNaz III tipusu endonukleaz Drosha enzim hasitas révén létrehozza a 60-100
nukleotid hosszsagu, hajtiiszerkezeti prekurzort, a pre-mikro-RNS-t, mely a Ran-GTP-fiiggd
Exportin-5 révén atkertil a sejtmagbol a citoplazmaba, és amelyet a Dicer nevii, szintén RNaz
III tipust endonukledz enzim tovabb hasit egy 18-24 nukleotid hossziisagu, ujabb duplaszala
eléalakka [68, 69]. Ennek két szalat helikaz enzimek csavarjak szét, ezt kovetéen koziilik a
RISC nevii effektor komplexbe altalaban az a szal épiil be, amelyiknek az 5° végét a
bazisparosodas kevésbé szorosan rogziti [63]. A RISC tagjai a PAZ és PIWI nevii RNS-kotd

doméneket tartalmazo, Argonaute csaladba tartozo fehérjék [70].
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A mikro-RNS-ek nomenklatirajaban altalanosan elfogadottak az alabbi megjelolések
[68, 71]:

hsa/mmu/rno: faj megjelolése

mir-XX: hajtiiszerkezet prekurzor

miR-XX: érett szekvencia

miR-XX-1/2: megegyezd szekvenciaju, de eltérd régioban kodolt mikro-RNS-ek

miR-XX-a/b: egy vagy két nukleotidban kiilonb6z6 szekvenciaju mikro-RNS-ek

miR-XX-5p/3p: ugyanazon prekurzor ellentétes karjair6l lehasadd mikro-RNS-ek
miR-XX*: , passenger” mikro-RNS, RISC komplexbe be nem épiil6 szal
5.6.2 A mikro-RNS-ek hatasmechanizmusa és targetjei. Mikro-RNS-ek altal
szabalyozott fiziologias sejtfolyamatok

A mikro-RNS-ek a génexpressziot poszttranszKripcids szinten szabalyozzak [70]. A 2-8.
nukleotid ko6zotti szekvenciarészletiik az Gn. seed sequence, mely a target mRNS 3’ nem
transzlalodé (UTR) régidjahoz kapcsolodik [70]. A hatasmechanizmus pontos modjat a
komplementaritas foka hatarozza meg [69, 70]. Tokéletes vagy kozel tokéletes
komplementaritds esetén a target mRNS degradacidja kovetkezik be, mig részleges
komplementaritas esetén az eredmény a target mRNS transzlacidjanak gatlasa [68]. Ismert
ugyanakkor néhany ritkabb hatdsmechanizmus is, melyek biologiai jelentdsége nem teljesen
tisztazott, és amelyek nemcsak a génexpresszio represszidjahoz, hanem annak aktivacidjahoz
is vezethetnek [72].

Ismert, hogy a mikro-RNS-ek a fehérjekodold gének kb. 50-60%-at szabalyozzak [73].
Egy-egy mikro-RNS tobbszaz kiilonboz6 target gén expresszidjat szabalyozhatja, és egyetlen
MRNS-molekula tobbféle mikro-RNS-nek is targetje lehet [74]. A mikro-RNS-ek molekularis
célpontjai internetes programok segitségével valosziniisithetéek [75].

A mikro-RNS-ek szamos fiziologias sejtfolyamat finomhangolasaban nélkiilozhetetlen
szerepet toltenek be [75]. Intakt funkcidjuk a sejtciklus, proliferacio, differenciacio és
apoptozis, tovabbd a metabolizmus, a jelatvitel, a szerzett és velesziiletett immunvalasz, a
sejtadhézid, valamint az angiogenezis folyamatdnak zavartalan végbemeneteléhez egyarant
sziikséges [70, 71, 74, 76-79]. A mikro-RNS-ek biogenezise és processzidja szintén mikro-
RNS-ek altal szabalyozott folyamatok [63].

5.6.3 A mikro-RNS-ek hemopoézis soran betoltott szerepe

A mikro-RNS-ek expresszios szintje a hemopoetikus sejtek differencialodasa kézben

dinamikusan valtozik, szabdlyozd szerepiik azonban az érett sejtek milkddésének,
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funkciojanak befolyasolasara is kiterjed [80]. A szabalyozas Osszetettségét jelzi, hogy egy-egy
mikro-RNS tobbféle sejttipus érésére is hatassal van, valamint egy adott mikro-RNS
expresszios szintje ugyanazon sejttipus differencialodasanak kiilonbozo allomasain jelentdsen
eltéro lehet (2. abra) [80-84].

A miR-125b a hemopoézis kapcsan egyik legintenzivebben tanulmanyozott mikro-RNS
[84]. A magas miR-125b expressziés szint igazoltan gétolja a mieloid sejtek differenciéci(')jét,
hat [84, 85]. A hemopoézis epigenetikai szabalyozasanak karmestereként szamon tartott
TET2 enzim szabalyozasaban egyéb mikro-RNS-ek mellett a miR-26a szerepét tartjak
jelentésnek [86].

miR-5201, miR-1911,
miR-1811, miR-2231,

@ miR-257, miR-267,
miR-2211, miR-222+

/
(@)
PP

ij-zzu
miR-22

miR-181a | miR- 1501‘ tmiR-223

J,m.IR 1551 {miR-21
| miR-196b
Pre-B miR-4247
miR- 1[]:1],
miR- 451T

i
mJR]dEJ,

2. dbra: A hemopoézist szabalyozé mikro-RNS-ek

5.6.4 A mikro-RNS-ek szerepe a karcinogenezis soran

Az els6é bizonyiték, mely mikro-RNS-ek ¢és malignus betegség kialakuldsa kozotti
kapcsolatot igazolt, 2002-b61 szarmazik, amikor Calin és munkatarsai a CLL-es betegek tobb
mint felében deletalodd 13ql4-es régidban két tumorszuppresszor tulajdonsagi mikro-RNS-t
azonositottak [87]. Azota bebizonyosodott, hogy a malignusan transzformalodott sejtekben
észlelt valtozasok a mikro-RNS-ek expresszids szintjében nem tekinthetdek véletlen

valtozasoknak, hanem a mikro-RNS-eknek szerepe van a daganatok iniciacidjaban ¢és
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progresszidjaban, tovabbd az epithelialis-mesenchymalis tranzicié szabalyozisa révén a
metasztazisok kialakulasa soran is [88]. A mikro-RNS expresszios profilokbol sok esetben
kovetkeztetni lehet a tumor tipusara és annak stadiumara egyarant [89]. Karcinogenezis soran
betoltott etiologiai szerepiiket a kodold régiok fentebb leirt, jellegzetes elhelyezkedése is
alatdmasztja. Daganat kialakulasdhoz olyan SNP-k is hozzajarulhatnak, melyek a primer
mikro-RNS transzkriptumot vagy annak processziojat érintik, tovabba eléfordulhatnak a
mikro-RNS-ek és a target mRNS-ek egymassal kdlcsonhatd szakaszain, megvaltoztatva ezzel
a mikro-RNS-nek a target gén expressziojara kifejtett szabalyozo hatasat [90, 91].

A fehérjekodolo génekhez hasonloan onkogén €s tumorszuppresszor tulajdonsdg mikro-
RNS-ek szintén ismertek (3. abra) [69]. Az oncomiR-ek onkogén tulajdonsagi mikro-RNS-
ek, melyek a malignus betegségek kialakulasahoz a target tumorszuppresszor gének down-
regulacioja révén jarulnak hozza [69]. Tumorokban gyakran megfigyelheté a kodolo régidik
amplifikacioja [92]. Az oncomiR-ekkel szemben az anti-oncomiR-ek tumorszuppresszor
sajatsagu mikro-RNS-ek, melyek down-regulacidja a target onkogének expresszios szintjének
koros megnovekedéséhez vezet [67]. Malignus betegségekben gyakori az anti-oncomiR-ek

kodolo régidinak delécidja [92].

- T~

Mutdciok s SNP-k

OncomiR-ek Amikro-RNS expresszioja | Pelddk célgenekre Atargetek szintje a mikro-RNS-ekben

miR-17-92 klaszter I\ p2l, p33, PTEN vagy rargetjeikben

miR-21 FasL,PTEN, TGFR

miR-106b (CASPT, p1l,RB ~ ~ I

miR-155 HDAC4, FU.1, SHIF1 ™ ~ I

miR 221 &222 — pl7,PTEN, PUMA A |4

Unti-oncomiR-ek | Amikro-RNS expresszidja | Példdk célgénekre Atargetek szintje T UMO R

miR-15&16 — Bcl-2, ciklinD&E, ras - 4 J\

miR-34 Bcel-2, CDK4&6, E2F1 = - \

miR-124 CDEK2 &4&6, CEBPA - c~ \

miR-193a kit, PLAU, ras

let-7 csalad v Bcl-2, CDES6, myc, ras Amikro-RNS

prekurzorok

processzigjanak

zavarai
3. dbra: Onkogén és tumorszuppresszor tulajdonsagi mikro-RNS-ek

Jol ismert anti-oncomiR a let-7 és a miR-34 csalad mellett a miR-124 is, mely a CDK6
szabalyozasa, és ezaltal a kontrollalatlan sejtosztodas gatlasa révén fejti ki tumorszuppresszor
hatasat [93]. Az oncomiR-ek sok esetben tumorszuppresszor tulajdonsagti foszfataz enzimek
expresszios szintjét szabalyozzak. Példaul a hematologiai malignus betegségekben egyik

leginkabb up-regulalt onkogén tulajdonsiagu mikro-RNS-ként szdmon tartott miR-155 a

rrrrr

25



Egy adott mikro-RNS onkogén vagy tumorszuppresszor sajatsaga ugyanakkor jelentdsen
modosulhat a szoveti kdrnyezett6l és a tumor tipusatol foggéen. A miR-29 csalad tagjai
példaul leukémiaban tumorszuppresszorként viselkednek, azonban a szolid tumorok egyes
tipusaiban onkogén sajatsagukra deriilt fény [88].

5.6.5 Megvaltozott mikro-RNS expresszios szintek a leukémia egyes
tipusaiban

A leukémia valtozatos genetikai eltérésekkel tarsuld, mind patomechanizmusat, mind
kimenetelét tekintve rendkiviil heterogén betegség [81, 94]. Ezen heterogenitashoz az
epigenetikai valtozadsok soksziniisége jelentds mértékben hozzajarul. A tobbi epigenetikai
szabalyoz6 mechanizmushoz hasonléoan a leukémia patogenezisében a mikro-RNS-ek is
fontos szerepet jatszanak [95].

A Dbetegek kiilonbozd citogenetikai €és molekuldris genetikai eltérések alapjan
meghatarozott csoportjai esetén jellegzetes mikro-RNS expresszios profilokat azonositottak,
melyek az életkor fliggvényében, elsdsorban a gyermek- és felndttkori akut leukémiakat

Osszehasonlitva, tovabbi eltéréseket mutatnak (5. tablazat) [82, 96-99].

[aam
dltalinosan jellemzd iF-193al, gvenmekeknsl: miR 997 miB-1007 miR-125b ], miF-146al miR-3357
ML iP-1007 miB-3357
M2 £{8;21) niR-29a 1 mik-1007, miR-1267 miF-133a] miB-223] let-Th] let-Tec)
I3 61517 iFf-7 ), miB-17), miB-27b | mik-29a) miR-1007, miR-101] miR-1235bT, mik-126 | miR-1277, mik.-1347,
M3 ¢(15;17) puR-181al muR-181bT muR-199bhT muR-2247 muR-2997 puR-3237 muB-3687 miR-376aT nuR 3827
LYE] et-7b) let-7c| muiB-1007 nuR-1267 nuR-127] nuR-196a) nuR-196b)
MS-MLL iF-217 miR-26aT, miR-26bT, mik-29a) miF-34b| mik-1%6a) miE-196b], miR-3267
ICEBPA-muticid if-34a] mik-1927, miR-194] miF.-19%a miB-2247
ELT3-ITD mutacia if-133al, miB-143) miR-143 ] miR-15537 miR-203 | miR-214] miR 5117
INPMI1-mutacio iF-10a 7 mik-10bT, miR-217 miF-128a] miR-196aT mik-196bT mik-424 | niB-17-92klaszter?
IALL

iR iP- iP- iB-12 iR - iF-152] miF- ) iR22 iP-
liellemz5en csiikkent :181_1_}13 Oa), miR-34b| muF-34c| muR-126] mB-143 | riR-152] ruR-199b) muR-200 | miR-223] nuF.
jellemzoen emelkedett uR-97. muR-1287. muR-130bT, nuR-181al muR-181b7T nuR-2047 nuR-2187 mR-3317. muR-363 7

vermekkori ALL TEL-
AML1 fazids fehérjével mif-30bT mik-99a7 miR-1007, miR-125b7 miR-126T miR-1517 miR-331 7. miR-3837 miR-5457

E}'emekkoriprekurmr:ﬂ—
ejtes ALL mik-10a] miR-127] miR-134] miR-143] miR-214]

vermekkori ALL az MLL
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vermekkori hiperdiploid
ALL iB-987, miR-2227 miR-2237, miF-3117

ik-10a | miR-16], miR-22] miR-27a] miR-967, miR-130 ], miR-151] miR-192] let-Tg|, a BCR-ABL

- fiizios fehey e expressziojat szabalyozo miB-203 szmntje alacsomny

|CLL h]iR-l ja] miR-16a] miR-34a] B-zejtez CLIL-ben a miR-18lanem detektalhato

5. tabldzat: A leukémia killonboz6 tipusaira jellegzetes eltérések a mikro-RNS expresszios szintjében

A fentebb irt két, malignus betegség kialakuldsaval elsdként osszefliggésbe hozott mikro-
RNS, a miR-15 és a miR-16 deléciojat vagy down-regulaciojat a CLL-ben szenvedd betegek
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68%-anal igazoltak [87]. AML-ben a legtobb mikro-RNS-re down-regulacio jellemzd,
ugyanakkor a kiilonb6z6 FAB tipusok, citogenetikai és molekularis genetikai eltérések esetén
egyes mikro-RNS-ek kifejezett down-regulacioja mellett masok overexpresSzidja szintén
megfigyelhetd [94]. A miR-125b patogenezisben betoltott szerepét jelzi, hogy AML-ben az
expresszios szint nem kevesebb mint 90-szeres megemelkedése jellemzé [84]. Egerekben
overexpresszidja dozisfiiggd modon eredményezett letdlis akut mieloid leukémidba
progredialé mieloproliferativ betegséget [80].

A mikro-RNS-ek expresszids szintje, valamint a diagndzis idején megallapitott klinikai
adatok kozott szintén figyeltek meg 6sszefliggéseket. AML-ben pozitiv korrelaciot észleltek a
diagnodzis idején megallapitott fehérvérsejtszam, valamint a miR-30b, miR-30c, miR-155,
illetve miR-181b expresszios szintje kdzott [94].

56.6 A mikro-RNS-ek lehetséges klinikai alkalmazasai az onko-

hematologiaban

A mikro-RNS-ek klinikumban torténd alkalmazasat el6segiti nagyfoku stabilitasuk,
ugyanis degradaciora csak kevéssé hajlamosak. Az mRNS-ekhez képest 10-szer stabilabbak,
féléletidejiik pedig atlagosan 5 nap [34, 100, 101]. A mikro-RNS-ek alkalmazhatok a
diagnosztika és a prognosztika teriiletén egyarant, emellett expresszids szintjik modositasa
terapias célokra is felhasznalhatd [81, 99]. Az expresszids profilok legigéretesebb klinikai
alkalmazasanak a kezelésre adott valasz elérejelzését tekintik [99]. Feln6tt AML-es
betegekben példaul a miR-29¢ expresszios szintje alapjan megjosolhatd az azactidinre adott
terapias valasz [102]. El6zetes eredmények szerint a mikro-RNS expresszids szintek
vizsgalata a jovoben a minimalis rezidualis betegség megallapitasaban is segitséget nyujthat
[103].

Az akut leukémiaban szenvedd betegek és az egészségesek elkiilonitésében segitséget
nyljthat a miR-92 és a miR-638 expresszios szintek ardnydnak meghatdrozasa, mivel akut
leukémiaban a miR-92 down-regulacidja jellemz6 [99]. A kozelmultban igazoltak, hogy az
AML-t és az ALL-t 97-99% biztonsaggal el lehet kiiloniteni egymast6l négy mikro-RNS, a
miR-128a, miR-128b, let-7b és a miR-223 koziil barmelyik kettd expresszids szintjének
meghatarozasa révén [104]. A bilinealis akut leukémiak a mikro-RNS expresszios profilok
alapjan nem alkotnak egységes entitast, de a mintazatok hasonloéak vagy a B- vagy a T-sejtes
ALL-ben, vagy az AML-ben latottakhoz. Ez az immunfenotipus alapjan kérdéses esetekben

segitséget nyUjthat abban, hogy a leukémiat inkdbb mieloid, vagy inkdbb limfoid
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természetlinek tartsuk, ami tdmpontot jelent a terdpids megkozelitések kozotti valasztasban
[105].

Leukémidban altalaban mikro-RNS panelek vizsgalatat, illetve az expresszids szintek
citogenetikai és molekularis genetikai eltérésekkel torténd Osszevetését ajanljak a betegség
kimenetelének pontosabb elorejelzése céljabol, ritkan azonban egy-egy mikro-RNS
expresszios szintjének is van prognosztikai jelentdsége. 2010-b6l szarmazik az elsé olyan
megfigyelés, ami a citogenetikai eltérést nem hordozo AML-es betegek csoportjaban egyetlen
mikro-RNS expresszios szintjébdl von le prognosztikai kovetkeztetést. Eszerint a miR-181a
magas szintje normal kariotipusi AML-ben kedvezd prognozist jelez [106]. AML-ben
emellett altalanosan jellemz6, hogy a miR-155, miR-191 és miR-199a magas expresszios
szintje kedvez6tlen kimenetellel tarsul, ALL-ben pedig a miR-124 down-regulacidja szintén
kedvez6tlen prognozist jelez [73, 93, 107, 108].

A mikro-RNS-ek a kemorezisztencia kialakulasihoz a kemoterapias szer sejtekbdl
torténd exportjdnak vagy a daganatsejtek apoptozistél torténd megmenekiilésének
elésegitésével is hozzajarulhatnak [109]. Ismert, hogy az Gn. multidrog rezisztencia fehérjék
szabalyozasaért tobb mikro-RNS is felelos, amelyek megvaltozott expresszids szintjét
tobbféle tumorban is kimutattak [109]. Fontos ugyanakkor hangstlyozni, hogy a gyogyszer
tipusatol is fiigghet egy adott mikro-RNS hatasa. A miR-34a példaul emlétumor sejtvonalon a
docetaxel rezisztencia kialakulasat segiti eld, ezzel szemben a Ewing sarcoma sejteket
érzékenyiti doxorubicin és vincristin kezeléssel szemben [109]. Gyermekkori ALL-ben a
miR-99a, MiR-100 és a miR-125b overexpresszidja daunorubicin és vincristin rezisztenciaval
tarsult, aszparaginaz rezisztencia esetén a miR-454 down-regulacidjat észlelték, tovabba a
mMiR-708 szintje a prednisonkezelésre jol reagaloknal magasnak bizonyult, mig a kezelésre
nem reagald csoportban alacsony volt [110-112].

Tumorellenes hatas elérése érdekében az oncomiR-ek szintjét csokkenteni, mig az anti-
oncomiR-ek expresszidjat novelni sziikséges [113]. Az expresszios szintek csokkentése és
ndvelése egyarant tobbféle modon lehetséges. Az elsd olyan mikro-RNS-t célz6 terapias szer,
mellyel klinikai tanulmanyt kezdtek meg, az LNA-anti-miR-122 volt [96]. Az LNA
szerkezetre a ribdz 2’ oxigén- és 4’ szénatomja kozotti extra hid jellemzd. E moddositas
kovetkeztében az LNA-probak a konvencionalis DNS- vagy RNS-probaknal joval nagyobb
affinitassal kotédnek a komplementer RNS-szekvencidkhoz [114]. A mikro-RNS-ek érett
alakjanak gatlasa mellett az érett alak képzddése is megakadalyozhatd, a mikro-RNS-ek

processziojat célzo inhibitorok segitségével [115].
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5.7 Epigenetika és metabolizmus koélcsonos egymasra hatasa

2010 ota ismert, hogy az intermedier metabolizmus szinte valamennyi enzimének
aktivitasat befolydsolja a HAT enzimek altal katalizalt poszttranszlacios acetilacid, melynek
mértéke Osszefliggést mutat az egyes tapanyagok, koztiik a gliikkdz, aminosavak és zsirsavak
koncentracidjaval [116]. A metabolikus enzimek aktivitasanak szabalyozasaban tehat az
epigenetikai modositasokért felelés fehérjék fontos szerepet toltenek be, azonban a
metabolizmus is visszhat az epigenetikai szabalyozasra, hiszen az utobbiért felelds ,,writer” és
weraser” funkciokat ellatd enzimek thlnyomd tobbsége metabolit kofaktorokat igényel

miikddéséhez (6. tablazat) [117].

Metabolit kofaktor Epigenetikai szabalyozasért felelos enzim
S-adenozil metionin (SAM) DNMT, HMT

acetil-koenzim A (acetil-CoA) HAT

nikotinamid adenin dinukleotid (NAD+) | Sirtuinok

flavin adenin dinukleotid (FAD) LSD tipust HDM enzimek

a-ketoglutarat (a-KG) TET, Jumonji C domént tartalmazé HDM enzimek

6. tablazat: Metabolit kofaktorokkal rendelkez6, epigenetikai szabalyozasért felelés enzimek

Megallapithatd tehat, hogy az egyes metabolitok szintjének fliggvényében az
epigenetikai moddositasokért felelés enzimek aktivitdsa ¢és kovetkezményesen a
génexpresszios mintazat is modosul, tovabba hogy a sejtek elérhetd tdpanyagmennyiséghez
torténd alkalmazkodasdban az epigenetikai szabalyozé mechanizmusok kiemelt szerepet
toltenek be [49, 118].

A metabolitszintek azonban nemcsak az epigenetikai szabalyozasért felelds enzimek,
hanem poszttranszlacios acilacid (példaul acetilaci6, malonilacio, szukcinilacid ¢és
glutarilacio) révén a mitokondriumban jelenlévd enzimek aktivitasat is befolyasoljak. Az
acilacio részben passziv médon megy végbe, részben azonban sirtuinok altal katalizalt

enzimatikus folyamat, mely ajabb adatok szerint a mitomiR-eket is érintheti [38, 45, 65].

5.8 A Warburg effektus

Ismert, hogy a malignusan transzformalodott sejtek anyagcseréje jellegzetes modon
megvaltozik, melyet az epigenetikai szabalyozds komplex kisiklasahoz hasonloan a
daganatsejteket jellemz6 karakterisztikus tulajdonsagok kozé sorolnak (,,novel hallmarks of
cancer”) [119-121]. Az 1931-ben Nobel dijjal kitiintetett Otto Warburg 1920-as években tett
megfigyelése szerint a tumorsejtek elegendd oxigén jelenlétében is a fokozott laktatképzOdést,

az aerob glikolizist preferaljak az oxidativ foszforilacidval szemben [122-124]. A
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tumorsejtekre jellemzd fokozott glikolizis felfedezése képezi az alapjait ma is a 18-
fluorodezoxigliikéz (**FDG) PET diagnosztikaban torténé alkalmazasanak [117]. A
megfigyelés korszakalkotd jelentdségét jelzi tovabba, hogy az elsé onkogént csak 1970-ben,
Otto Warburg haldlanak évében, mig az els¢ tumorszuppresszor gént 14 ¢évvel kés6bb
azonositottak [124]. Azéta bebizonyosodott, hogy a réla eclnevezett, a tumorsejtek
megvaltozott metabolizmusat jelo16 Warburg effektushoz a fokozott glikolizis mellett szamos
egyéb valtozas is hozzatartozik, melyek a szénhidratok, lipidek, fehérjék és nukleinsavak
anyagcseréjét egyarant érintik [117]. A megvaltozott metabolizmus szerepét a malignus
betegségek patogenezise soran alatimasztja, hogy szamos fehérjekodold onkogén és
tumorszuppresszor gén rendelkezik a Warburg effektust eldsegité metabolikus hatassal [119].

A malignusan transzformalddott sejtekre jellemzd fokozott gliikdzfelvételért a gliikkoz
transzporterek, kiilondosen a GLUT1 up-regulacidja felelés [119]. 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 [119, 123]. A
glikolitikus gének tobbségének transzkripcioja mind a c-Myc, mind a hypoxia indukalta
faktor 1o (HIF1a) altal szabalyozott [124]. Overexpressziojuk fenntartasaért limfoblasztoid
sejtvonalakban foként a HIF1a, mig Burkitt lymphoma esetén a c-Myc transzkripcios faktort
tartjak felelosnek [125]. Ezzel szemben a fokozott glikolizist a tumorszuppresszor p53
ellensulyozza a foszfofruktokinaz 1 (PFK I) alloszetrikus aktivatorat, a frukt6z-2,6-
biszfoszfatot hasit6 TIGAR enzim aktivacioja és a foszfoglicerat mutaz 2 (PGM2) gatlasa
révén [101, 124].

A fokozott glikolizis soran nagy mennyiségben képzddd laktatot a tumorsejtek az
extracellularis térbe valasztjak ki, aminek immunszuppressziv hatast tulajdonitanak [126].
Feltételezett ugyanakkor, hogy a tumorsejtek egy kisebb hanyada, illetve a stromasejtek
esetében az oxidativ foszforilaci6 a hangstalyosabb, aminek szerepe van a fokozott
laktatképzddés tumorra nézve kedvezOtlen hatdsainak megeldzésében, példaul a tulzottan
savas kornyezet kialakulasanak megakadalyozasaban [127]. A laktat koncentracioja altalaban
csak lokalisan, a tumoros mikrokornyezetben emelkedik meg jelentdsen, és a fokozott
laktatképzodésnek ritkan van szisztémas hatasa, azonban a normoxia mellett kialakulo,
hirtelen stlyosbodd, B tipust laktatacidozis a Warburg effektus ritka, életveszélyes
szovodménye lehet hematologiai malignus betegségekben [128].

A glikolizis soran egy molekula gliik6z felhasznalasaval az oxidativ foszforilaciohoz
képest gyorsabban, de lényegesen kevesebb, 36 helyett minddssze 2 ATP-molekula képzédik

[126]. Az oxidativ foszforilacid hattérbe szorulasanak kovetkeztében a termelédé ATP
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mennyisége mellett a sejtek oxigénfogyasztasa, valamint a mitokondriumokban képz6do
reaktiv oxigéngyokok mennyisége is jelentds mértékben visszaesik [122, 126]. A HSC sejtek
annak lecsokkenése a hemopoézis megzavarasat eredményezi [129]. Ezzel 6sszhangban a
reaktiv oxigéngyokok szintjének novekedését eredményezd, mar nem antioxidans, hanem
prooxidans hatasu, magas dozisu aszkorbinsav kezelés FAB M2 tipusa HL-60 sejtvonalon a
transzformalodott mieloid sejtek apoptdzisanak fokozodasat eredményezte [130].

A malignusan transzformalddott sejtekben szdmos tovabbi, az egy szénatomtartalmu
csoportok metabolizmusat érintd valtozast leirtak. Ezzel 6sszhangban a folat metabolizmus
gatlasa a kemoterapia szerves részét képezi tobb mint 60 éve, mig a metilén tetrahidrofolat
dehidrogenaz 2 (MTHFD2) a daganatsejtekben egyik leggyakrabban overexpresszalodo
metabolikus enzim [1]. A tumorsejtek jelentés hanyadara jellemz6 a metionin dependencia,
melynek megvondsakor a SAM metabolizmus €s a hiszton metilacidos mintazat megvaltozasat
¢észlelték, a transzszulfuracios Gtvonal altal felszabaditott kén-hidrogénrdl pedig igazolddott a
daganatok novekedésére kifejtett gatld hatasa [1].

A Warburg effektusra a fentiek mellett jellemz6é az anabolikus folyamatok, valamint a
makromolekuldk prekurzoraiként szolgdld szerin és glicin szintézisének fokozodasa [122,
131]. A 3-foszfoglicerat/2-foszfoglicerat aranyanak emelkedése a foszfoglicerat dehidrogenaz
enzim (PHGDH) fokozott expresszidjaval egyiitt jelentés mértékben hozzajarul a glikolizis
intermedierjeinek bioszintetikus reakciokban torténd hasznositasahoz [131]. A tumorsejtek
altal az egészséges sejtekhez képest joval nagyobb mennyiségben felhasznalt glutamin
glutaminolizis soran torténd hasitasa a citratkori intermedierek szintjének novekedését,
valamint a lipid- és koleszterolszintézishez sziikséges acetil-CoA képzédését egyarant
elésegiti [131]. A fokozott glutaminolizis emellett a malignusan transzformalodott sejtek
glutathionszintjének névekedéséhez is hozzajarul, ezaltal csokkentve a reaktiv oxigéngyokok
mennyiségét, ami védelmet biztosit a sejt szamara az oxidativ stresszel szemben [124, 132].

A daganatos betegségekre jellemz6 bizonyos metabolikus enzimek tumorspecifikus
izoformainak expresszidja, melyek koziil legismertebbek a piruvat kinaz M2-es (PKM2),
illetve a hexokinaz Il-es izoformaja (HK II). A piruvat kinaz PKM2 izoformajanak a
tumorsejtekben észlelt up-regulaciojaért a c-Myc altal indukalt splicing faktorok felelosek
[124, 131, 133]. Fokozott glikolizis iranyaban hatd dimer és az oxidativ foszforilaciot fokozo
tetramer formaja egyarant létezik, melyek koziil tumorokban az elébbi forma van tilnyomo
tobbségben, emellett a PKM2 a HIFla koaktivatoraként eldsegiti a laktat dehidrogenaz
(LDH) és a piruvat dehidrogenaz kinaz (PDK) fokozott transzkripciojat, és egyes hiszton
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oldallancok foszforilacioja révén a génexpresszio szabalyozasaban is részt vesz [120, 133]. A
hexokinadz daganatsejtekben expresszalodo HK II-es izoformajanak aktivaciojahoz ujabb
adatok szerint az Akt fehérje jelentds mértékben hozzajarul [124].

A malignus betegségekben gyakoriak a citratkor enzimeit érinté mutaciok, melyek a
citratkori intermedierek szintjének megvaltozasahoz vezetnek [124]. A mutaciok altal
leggyakrabban ¢érintett enzimek hematologiai malignus betegségekben az izocitrat
dehidrogenaz, szolid tumorokban pedig a fumarat hidrataz (FH) és a szukcinat dehidrogenaz.
Mindhérom esetben a-ketoglutarat analég molekuldk szaporodnak fel, ami kompetitiv
antagonizmus révén az o-KG-dependens enzimek, koztik az epigenetikai modositasokért
felelds TET2 és a Jumonji C domént tartalmazé hiszton demetilazok gatlasat eredményezi
[17]. Az IDH mutaciok funkcionyerésesnek tekinthet6k, mivel a mutans IDH enzimek 1j
enzimaktivitasra tesznek szert, és a-ketoglutarat képzése helyett az onkometabolitnak tartott
2-hidroxiglutaratot hozzak 1étre [17]. Az FH és SDH mutaciok nyoman felszaporodd fumarat
¢és szukcinat az IDH mutacidkhoz hasonloan gatolja a TET, valamint a Jumonji C domént
tartalmaz6 HDM enzimek aktivitasat, de emellett a szintén a-ketoglutarat dependens prolil-
hidroxilaz enzim gatlasa révén a HIFla stabilizacidjdhoz, és ezaltal a fokozott glikolizis
fenntartasahoz is hozzajarulnak [134].

Warburg a fokozott glikolizis és laktatképzOodés hatterében mitokondridlis diszfunkciot
valdszintisitett, és bar azdta bebizonyosodott, hogy a jelenség oka alapvetden a glikolizis
szabalyozasanak felboruldsa, a mitokondridlis 1égz€si lanc enzimeit érintd mutacidk szintén
ismertek daganatos megbetegedésekben [124, 135]. Ezen mutaciok kovetkeztében sériil az
oxidativ foszforilacié mechanizmusa, ¢s megemelkedik a reaktiv oxigéngyokok szintje, mely
valtozasok a mitokondridlis membranpotencial csokkenéséhez és a mitokondrium
diszfunkcidjahoz, valamint a HIF 1o transzkripcios faktor stabilizaci6jahoz vezetnek [ 135].

Mara bebizonyosodott, hogy a Warburg effektusban a fentiek mellett az epigenetikai
szabalyoz6 mechanizmusok zavara is fontos szerepet tolt be. Koziilik legtobb adat a
sirtuinok, valamint a mikro-RNS-ek metabolizmusra gyakorolt hatasarol all rendelkezésre,
melyekre a diszkusszioban tériink vissza részletesebben. A malignusan transzformalodott
sejtek metabolizmusadban bekdvetkezd, fentebb ismertetett jellegzetes valtozadsok mellett
fontos kiemelni, hogy kiilonb6z6 tipusi malignus betegségek esetén a Warburg-tipusu
metabolizmus mas-mas elemei lehetnek hangstlyosabbak. Mindezt alatdmasztja, hogy
leukémia sejtvonalak Osszehasonlitdé vizsgalata soran azok eltérd érzékenységet mutattak a

kiilonb6z6é metabolikus valtozasokat célzo terapias szerekkel szemben [136].
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5.9 Kolcsonhatasok citogenetikai és molekularis genetikai eltérések,
valamint epigenetikai mechanizmusok kozott

A fentebb ismertetett epigenetikai szabdlyoz6 mechanizmusok egymas mikodését
kolcsondsen befolydsoljak. Ismertek hiszton deacetiliz és DNS metiltranszferdz enzimek
kozotti kolesonhatasok, melyek koziil sok szerepel a mikro-RNS-ek target génjei kozott, a
mikro-RNS-ek expresszids szintje ugyanakkor DNS-metilacié és hiszton modifikacio altal

szintén szabalyozott (4. abra) [2, 72].

DNS metilicio

GENEXPRESSZIO

mikro-RNS-ek <:> hisz ton modifikacio

4. dbra: Az epigenetikai szabalyoz6 mechanizmusok kolcsondsen befolyasoljak egymast

ALL és AML esetén az ismert tumorszuppresszor miR-124 promoter DNS-
hipermetilacio révén bekovetkezé gyakori inaktivaciojat észlelték, mely a CDK6 up-
regulacidjat, a retinoblasztoma fehérje kovetkezményes foszforilaciojat és a sejtek fokozott
proliferaciojat eredményezi [93, 137]. A miR-124 epigenetikai Giton bekdvetkezd csendesitése
az akut leukémidk mellett CLL, CML, myeloma multiplex ¢s non-Hodgkin lymphoma esetén
is gyakorinak bizonyult [137]. A hipermetilaci6 mellett promoter hipometilacié szintén
okozhatja egyes mikro-RNS-ek expresszios szintjének megvaltozasat [99]. CLL-ben a HDAC
enzimek overexpresszidja igazoltan hozzajarul a tumorszuppresszor tulajdonsagi miR-15,
miR-16 és miR-29b down-regulacidéjahoz [138].

Az egyes epigenetikai szabalyozd mechanizmusokért felelés enzimek és mikro-RNS-ek
nemcsak egymassal, hanem a hematologiai malignus betegségekre jellemzdé f0zids
géntermékekkel és a molekularis genetikai eltérések altal érintett fehérjékkel is sokszoros
kolcsonhatasban allnak [70]. AML-ben a molekularis genetikai eltérések eléfordulasanak
gyakorisaga kozel 80% [139]. Ezen mutacidk jelentds része epigenetikai modositasokért
felelos enzimeket érint, melyeknek a betegség patogenezisében fontos szerepet tulajdonitanak

[140]. A mutaciok gyakorisaga sokszor a tarsuld citogenetikai eltérések fliggvényében
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valtozik, illetve azok sok esetben kombinacioban fordulnak el, ami az egyes eltérések

A DNS-metilaciés mintazat megvaltozasahoz vezetd, hematologiai malignus
betegségekben gyakran eléforduld molekularis genetikai eltérések az IDH, a TET2, valamint
a DNMT3A enzimeket érintdé mutaciok. Koziilik az IDH és TET2 mutaciok egymast
kolcsonodsen kizarjak [140]. Gyermekkori AML-ben az IDH enzimeket érinté mutaciok
t(8;21) és t(15;17) transzlokacio esetén gyakoribbnak bizonyultak [141]. Az IDHI R132 és
IDH2 R140 mutaciok esetén gyakori a normal kariotipus mellett jelenlévé NPM1 mutacio,
mig az IDH2 R172 muticidhoz egyéb molekularis genetikai eltérés altaldban nem tarsul
[141]. IDH mutacio az NPM1 mellett FLT3-ITD-vel is tarsulhat, amely tripla mutacidé a
blasztok  sejtmagjanak  jellegzetes ,.cup-like”  morfologiajaval  parosul  [141].
Erdekességképpen megjegyezziik, hogy el6zetes eredmények szerint a miR-125b magas
expresszios szintje utalhat IDH2 R172 mutécio jelenlétére [141]. A TET2 enzim mutacidja az
AML-es betegeknél altalaban heterozigota formaban van jelen [17, 140]. Az altala 1étrehozott
5-hmC marker szintje a mutaciot hordozok csontvelé mintajaban lényegesen alacsonyabbnak
bizonyult, mint a TET2 mutaciot nem hordozo6 betegek esetén [19, 20, 30]. A de novo DNS-
metilacioért felelos DNMT3A enzim mutacidinak tobbsége az R882 arginin aminosavat
érinté heterozigbta mutacid, amely domindns negativ hatast fejti ki, és csokkent
enzimaktivitashoz vezet [140]. A DNMT3A mutacié gyakoribb FAB M4 és M5 altipusu
AML esetén, tovabba FLT3, NPM1 vagy IDH mutéci6 egyidejii jelenléte esetén, ugyanakkor
csak elvétve fordul el6 t(8;21), inv(16) és t(15;17) transzlokacio esetén [29].

Leukémidban nemcsak az epigenetikai szabalyozasért felelds fehérjéket érintd mutaciok,
hanem a citogenetikai eltérések altal eldidézett epigenetikai valtozasok is gyakoriak. A
hematologiai malignus betegségekben transzlokaciok révén képzodd fuzids onkoproteinek
egyik tagja sok esetben valamilyen epigenetikai marker létrehozasaért felelés enzim, tovabba
a fuzios géntermékek gyakran indukalnak kovetkezményes epigenetikai valtozasokat [50].
Mindez elsé6ként PML/RARa transzlokacioval tarsulo AML-ben igazolodott, melyben a
fuziés géntermék DNMT ¢és HDAC enzimek toborzasa révén idézi eld a RARB2 gén
inaktivaciojat [21].

Az MLL nevii, SET domént tartalmazo hiszton metiltranszferaz enzim a leukémiakban
eléforduld nagyszami kiilonbozd transzlokacid révén sokféle fehérjével alkothat fuzids
onkoproteint [19]. Ezen fuzios géntermékek az MLL-lel szemben nem tartalmazzak a H3K4
HMT aktivitasért felelds SET domént, azonban a transzlokacids partnerek és a DOTIL

H3K79 hiszton metiltranszferaz enzim kozotti kolcsOnhatas altal részt vesznek a hiszton
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metilacios mintazat indirekt szabalyozasaban [20]. Az MLL fuziés partnerei koziil elséként az
AF10 kolcsonhatasa igazolodott a DOTIL fehérjével, amely transzlokaci6 esetén az
MLL/AF10 fuzios géntermék a DOTI1L enzim HOX génekhez torténd toborzasa révén azok
H3K79 metilacidjahoz ¢és kovetkezményes overexpressziojahoz vezet [11, 51]. Az MLL/AF4
¢s MLL/AF9 transzlokaciok esetén a H3K79me3 marker szintjének megemelkedését szintén a
fuzios géntermékek DOTIL enzimet toborzo hatasanak tulajdonitjak [19, 142]. Fentiek
mellett az MLL szamos epigenetikai modositasért felelds enzimmel is képezhet transzlokacio
révén fuzios gént. A DNS hidroximetilacidjat katalizalo TET1 enzimet eredetileg az MLL
transzlokacios partnereként azonositottak t(10;11)(g22;923) transzlokacioval tarsuld AML-
ben [17]. Az MLL ¢és hiszton acetiltranszferazok kozti transzlokaciok révén képz6do
MLL/CBP ¢és MLL/p300 fuzios fehérjék a hiszton metilacios és acetilacids mintazat
megvaltozasaért egyarant feleldsek [50].

Fentiek mellett a hematologiai malignus betegségekben bekdvetkezd transzlokaciok
révén létrejové fuzios gének mikro-RNS-ekkel is kolcsonhatnak. Példaul az AML1/ETO
fuzios onkoprotein HDAC, DNMT, valamint reader fehérjék toborzasa révén gatolja a
mieloid differenciacid szabalyozasaért felelés miR-223 expresszidjat [35, 143]. A
fehérjekddold onkogének ¢és tumorszuppresszor gének szabalyozasaért epigenctikai
mechanizmusok is felelések, tovabba maguk is eldidézhetnek kdvetkezményes epigenetikai
valtozasokat. A malignus betegségek sokféle tipusa esetén jellemzd példaul a miR-17-92
klaszter c-Myc altali aktivacioja, illetve a p53 targetjei kozé tartozo, evolucidosan konzervalt

mMiR-34 csalad down-regulacioja [66, 67].

5.10 Epigenetikai és metabolikus eltéréseket célzo terapias szerek

kombinacidja egymassal és konvencionalis kemoterapias szerekkel

A rendelkezésre all6 eredmények alapjan az epigenetikai tamadaspontu szerek
kombinacidja egymassal és konvencionalis kemoterapias szerekkel egyarant igéretes
lehet6ség a hematologiai malignus betegségek kezelésében (4. tablazat) [2, 34]. AML és ALL
sejtvonalakon a NAD™-fliggetlen hiszton deacetilaz enzimek és a NAD'-fliggd sirtuinok
egyidejli gatlasa esetén szinergisztikus antileukémids hatast tapasztaltak, ami a HDAC
enzimek eltéré kofaktor alapjan megkiilonboztetett két csoportja kozotti kooperaciora utal a
leukémia patogenezise soran [144]. Hasonldéan szinergisztikus hatast eredményezett AML
sejtvonalakon a chaetocin nevit HMT inhibitornak, valamint az ismert HDAC inhibitor
trichostatin A-nak az egyiittes alkalmazasa [145]. FLT3-ITD mutaciét hordozé AML
sejtvonalakon a HDAC inhibitor pracinostat és a JAK2/FLT3 inhibitor pacritinib egyiittes
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alkalmazasa esetén is szinergisztikus antileukémias hatast észleltek [146]. Szintén egymas
hatékonysagat fokozta az MLL gént érintd transzlokaciot hordozo sejtvonalakban a DOT1L
hiszton metiltranszferaz és az LSD1 hiszton demetilaz enzimek egyideji gatlasa [62].

Elozetes eredmények alapjan a hiszton deacetilaz inhibitorok alkalmazasa érzékenyebbé
teszi a sejteket a sugarterapiaval, a topoizomeraz gatlokkal, tovabba a ciszplatin kezeléssel
szemben [147, 148]. A HDAC inhibitorok mellett a DNMT enzimek gatloszerei is novelhetik
a malignusan transzformalddott sejtek fogékonysagat a konvenciondlis kemoterapias
szerekkel szemben, illetve eldsegitik a daganatsejtek elleni immunvalasz kifejlodését [4].
Ugyanakkor nemcsak az epigenetikai tamadaspontu szerek befolyasolhatjak a konvencionalis
terapias szerek alkalmazasanak eredményességét. Bizonyitékok novekvo sora igazolja, hogy a
konvencionalis kemoterapias szerek szerteagazé epigenetikai valtozasokat indukalnak.
Befolyasoljak példaul nagyszamti mikro-RNS expresszios szintjét, valamint eléidézhetik
egyes gének promoter metilacidos mintazatanak, illetve a hisztonkddnak a megvaltozasat is
[113, 149]. CML-ben példaul az imatinib kezelés megkezdésétdl szamitott 2 hét milva a
miR-146a és a miR-150 up-regulacidjat, tovabba a miR-142-3p és a miR-199b-5p expresszios
szintjiének csokkenését tapasztaltdk, az onkogén sajatsagi miR-17-92 klaszter down-
regulacioja mellett [81, 99].

A daganatsejtek megvaltozott metabolizmusat célz6 terdpias szerek szintén
alkalmazhatdak lehetnek a jovoben a szolid tumorok mellett a leukémiak kezelése soran is. A
Warburg effektus gatlasa céljabol adhat6 a 2-deoxigliikoz, a dikloroacetat, valamint a 3-
bromopiruvat [127, 150]. Azonban a malignusan transzformalodott sejtekben az oxidativ
foszforilaci®6 mechanizmusa altaldban intakt, ami a glikolizis inhibitorokkal szembeni
rezisztencia kialakulasahoz vezethet, tovabba felveti a glikolizis és az oxidatv foszforilacio
egyidejti gatlasanak sziikségességét [127, 151]. A megvaltozott metabolizmust célzo szerek az
epigenetikai tamadaspontti  szerekhez hasonléan citosztatikumokkal kombinadlva a

kemorezisztencia attorését eredményezhetik [152].

5.11 Epigenetikai és metabolikus eltérések jelentosége a leukémia

patogenezisében

A javulo terdpias eredmények ellenére az akut leukémidban szenvedd betegek jelentds
részét tovabbra is elveszitjiik a terapiara adott elégtelen valasz vagy éppen annak toxicitasa
kovetkeztében. Felnéttkori AML-ben az 5 éves talélés napjainkban is mindossze 25% koriili
[29]. Mara bebizonyosodott, hogy a malignus betegségek kialakulasanak hatterében a

génexpresszids mintdzatot meghatarozé komplex szabalyozd halézat szamos elemének
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egyidejii funkcidézavara all, és a tumorok Iétrejottében a genetikai eltérések mellett az
epigenetikai valtozasok halmozodasa szintén kiemelt jelentéséggel bir [20]. Ennek
megfeleléen a leukémidt nemcsak genetikai, hanem epigenetikai betegségnek is kell
tekinteniink, amelyre az epigenetikai szabalyozas komplex zavara jellemz6 [11].

Az eddig rendelkezésre allo eredmények alapjan az epigenetikai és metabolikus eltérések
a malignus betegségek patogenezisének barmely fazisaban bekdvetkezhetnek. Jelenlétitk
azonban sokszor mar a citogenetikai és molekularis genetikai eltéréseket megel6zéen
észlelhetd, ezzel 6sszhangban szolid tumorokban a kromatindlloményt érintd valtozasok joval
az invaziv betegség kifejlodése elott megtigyelhetdek, a tumorszuppresszor gének promoter
régidjanak hipermetilaciojat és egyes mikro-RNS-ek expresszios szintjének megvaltozasat
pedig a karcinogenezis kifejezetten korai eseményének tartjak [23, 34, 153]. Leukémiaban az
epigenetikai szabalyozasért feleldos enzimeket érintd mutaciok koziil az ASXL1, DNMT3A,
IDH1/2 és TET2 mutécid létrejottét szintén korai stadiumban bekovetkezd eseménynek
tartjak [20, 29, 140]. Mindez, az epigenetikai és metabolikus valtozasok reverzibilis
természetével egyiittesen a terapids beavatkozas lehetdségének 1) szintjét nyitja meg, €s
egyben jelzi az eltérések lehetd leghamarabb torténd kimutatasanak jelent6ségét.

Az eredményesebb kezeléshez feltétleniil sziikséges a jelenlegieknél specifikusabban
hatdo ¢és kevésbé toxikus szerek alkalmazasa, amely feltételeknek az epigenetikai ¢és
metabolikus tamadéasponti terapids szerek a klinikai vizsgalatok eredményei alapjan sok
szempontbol megfelelnek, azonban fontos szem el6tt tartanunk, hogy a specificitas sokszor
ezen esetekben is  elégtelen, valamint kemorezisztencia a  konvencionalis
kemoterapeutikumokhoz hasonldéan a célzott terapias szerekkel szemben is kialakulhat [20,
34].
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6. Célkituzések

Az epigenetikai szabalyozas kisiklasa, illetve a sejtanyagcsere Warburg effektus néven
ismert jellegzetes megvaltozdsa a malignus betegségek kialakulasanak igazoltan fontos
etiologiai tényezdi, melyek leukémiaban is igéretes terapias célpontok.

In vitro vizsgalatok eredményei a NAD'-fiiggd sirtuinok és a NAD"-fiiggetlen hiszton
deacetilaz enzimek egyidejli gatlasanak szinergisztikus antileukémias hatasat jelzik, tovabba
felvetik a SIRT6 és a HDAC4 patogenetikai szerepét hematologiai malignus betegségekben.
Potencialis onkogén vagy tumorszuppresszor tulajdonsagukrol ugyanakkor ellentmondasos
adatok allnak rendelkezésre, akut mieloid leukémiaban pedig expresszids szintjiiket korabban
nem tanulmanyoztak.

Szamos mikro-RNS szerepe ismert a hematologiai malignus betegségek
patogenezisében, melyek onkogén vagy tumorszuppresszor tulajdonsaguak, illetve a
hemopoézis szabalyozasaért felelések. Akut mieloid leukémidban nem tisztaztadk még
azonban a Warburg effektushoz szolid tumorokban igazoltan hozzajarulo6 miR-378*, miR-
23Db, illetve miR-26a patogenetikai szerepét.

Az altalunk tanulmanyozott hiszton deacetilaz enzimeket és mikro-RNS-eket, valamint a
hozzajuk kapcsolodd legfontosabb irodalmi adatokat a 7. tabladzatban foglaltuk Ossze. A
felnottkori hematologiai malignus betegségekben, elsdsorban akut mieloid leukémiaban
szenvedd betegek csontveld mintain végzett Western blot és RT-qPCR vizsgalataink legfobb

céljai az aldbbiak voltak:

(1) NAD"-fiiggé és NAD'-fiiggetlen hiszton deacetiliz enzimek expressziés szintje

kozotti kapcsolat vizsgalata

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

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

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

felnottkori AML kiilonb6z6 alcsoportjaiban

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

diagnozis idején megallapitott klinikai adatok kozotti osszefiiggések vizsgalata
(6) Kemoterapia indukalta valtozasok tanulmanyozasa hiszton deacetilaz enzimek
és mikro-RNS-ek expresszios szintjében
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SIRT6

NAD-figgé HDAC enzim [35]

glikolizis epigenetikai szabdlyozasa [126]

a hemopoézis soran jelentds TET2 enzimet szabalyozza [52]
CLL-ben up-regulcio [55]

HDAC4

NAD-fiiggetlen HDAC enzim [35]
kélcsénhat az FLT3 jelitviteli vtvonallal [54]
gyvermekkori ALL-ben up-regulicidja kedvezétlen [58]

miR-124

tumorszuppresszor mikro-RNS (anti-oncomiR) [93]
tumorspecifikus piruvat kindz M2 izoforma expresszidjdnak gatlisa [122]
hematolgiai malignus betegségekben gyakori maktivacio [137]

miR-155

onkogén mikro-RNS (oncomiR) [82]
tumorspecifikus hexokinaz II-es izoforma expresszidjanak elsegitése [122]
hematologiai malignus betegségekben up-regulacio [96]

miR-125b

mieloid sejtek differencidcidjanak szabdlyozdsa [84)
AML-ben up-regulicio [84]

miR-378*

citratkdri enzimek expresszidjanak gatlisa [123]

miR-23b

peroxiredoxin III up-regulicitja, ROS szintek csikkenése [129]
fokozott ghitaminolizis gatldsa [123]

miR-26a

peroxiredoxin III up-regulicidja, ROS szintek csokkenése [129]
PDH X komponens szabdlyozdsa [160]
a hemopoézis soran jelentds TET2 enzimet szabalyozza [86]

7. tablazat: Vizsgalt hiszton deacetilaz enzimek és mikro-RNS-ek
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7. Modszerek
7.1 Betegek és felhasznalt mintak

Munkank sordn Osszesen 45, hematologiai malignus betegségben szenvedd felndtt
betegtdl szarmazo, egyenként 1,5-2 ml mennyiségii, a diagnozis idején EDTA-tartalmu cs6be
levett csontveld mintdban hataroztuk meg fehérjék, mRNS-ek és mikro-RNS-ek expresszids
szintjét (8. tablazat). A mintakat BM0O01-t61 BM080-ig kodoltuk, és a feldolgozas kezdetéig
-20°C-0s homérsékleten taroltuk. A betegek tulnyomo tobbsége akut mieloid leukémidban
szenvedett (n=32 a fehérjeszintli vizsgalatok esetén és n=27 az RNS-vizsgalatok soran). Ezen
felil mind a fehérje-, mind az RNS-szinti vizsgalatok soran felhasznaltuk akut limfoid
leukémidban (n=2), kevert fenotipusi akut leukémidban (n=1), mielodiszplazids
szindromaban (n=4), hajas sejtes leukémiaban (n=1), illetve csontveldi infiltracidoval tarsuld
Hodgkin lymphomaban (n=1) szenvedd betegek mintait. Tovabbi két minta egyéb tipusu
malignitasokban szenvedd betegektdl szarmazott (BMO067: tiido adenocarcinoma, BMO039:
mieloid sarcoma), melyek csontvel6i érintettség jeleit nem mutattak. Két, FAB M5 altipusu
AML-es beteg esetén a diagnozis idején levett minta mellett egy-egy, a kezelés kezdetétdl
szamitott 4 hét mulva levett csontveld minta vizsgdlata is megtortént. A citogenetikai €s
molekularis genetikai eltérések (kariotipus, FLT3-ITD ¢s FLT3-TKD mutéacio, az NPM1 gén
12-es exonjaban bekovetkezd 4 bazisparnyi inszercid), a csontveléi blaszt arany
meghatarozasa, tovabba a periférias vérkép vizsgalata a rutin diagnosztikai eljarasok
keretében tortént a Debreceni Egyetem Laboratoriumi Medicina-, illetve Pathologiai
Intézetében. Mivel a micloproliferativ betegségek és az akut leukémiak klasszifikaciojat az
Egészségiigyi Vilagszervezet (WHO) 2016-ban ujitotta meg [154], és a betegek jelentOs
részénél ezt megeldzden igazolodott a diagnozis, ezért ezt a szempontrendszert az AML-es

betegek csoportositdsa soran nem kovettiik.

7.2 Etikai engedély

A csontvelé mintdk levétele, taroldsa és az azokon végzett valamennyi laboratoriumi
vizsgalomoddszer végrehajtasa a Helsinki Deklaracioban foglalt iranyelvek szerint, valamint az
altalunk benytjtott DEOEC RKEB/IKEB 3955-2013 protokoll azonositoju kutatas
Egészségiigyi Tudomanyos Tandcs Tudoményos 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 donoroktdl torténd csontveldi

mintavételre.
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7.3 Laboratoriumi modszerek

7.3.1 Mintapreparalas Western blot analizishez

500 pl mennyiségli, EDTA-tartalmu cs6be levett, a feldolgozéasig -20°C-0s
homérsékleten tarolt csontveld mintat a felolvasztast kovetden proteaz inhibitor koktélt (PIC)
(Sigma, katalogusszam: P8340) tartalmazo6 lizispufferben lizaltunk, majd szonikaltunk. A
mintdk  fehérjetartalmdt BCA  fehérjemeghataroz6 reagensek (Life Technologies,
katalogusszam: 23225) felhasznaldsaval, 490 nm hulldmhosszon torténé spektrofotometria
segitségével hataroztuk meg. Az eredményeket az Origin 8 programmal értékeltiik ki. Az igy
elokészitett mintak 20-20 pl-es mennyiségeit 2x-es SDS mintapuffer tartalmi oldatban
(Sigma, katalogusszam: S3401-10VL) 4 pg/ul koncentraciojura higitottuk, és felfozést
kovetden (ThermoBlock, 10 min, 100°C) tovabbi felhasznalasig ismételten lefagyasztottuk

(-20°C).
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. FAB e FLT3- FLT3-
Minta =~ tipus - MDS-bél tortént | |y ey [NPMLpe | ree | HGB | PLT
azonosito | Diagnozis Kariotipus Blaszt % | transzformacio . ., , ., | mutacio
Kéd (AML (AML) mutacio | mutacio (AML) ((e7))] (T (7)) ((e7))]
esetén) (AML) | (AML)
BMO001 AML MO 46, XX 91 Nem Nem Igen Nem 107,1 1,25 45 30
BMO002 AML M5 46’,X.>,(’ 69 88 Nem Nem Nem Nem 144,3 3,38 94 61
delécio
BMO003 MDS 46, XX Nincs adat 1,91 3,89 80 166
BMO004 AML M4 46, XY 40 Nem Nem Nem Nem 39,1 2,69 80 139
BMO05 | AML M2 | Nincs adat 90 Igen Nincs | Nincs | Nincs 1y o 1 575 87 08
adat adat adat
47, XX i i i
BMO006 | AML ms |41 X%8 90 Nem Nincs | Nincs | Nincs | 00, | 433 130 51
triszomia adat adat adat
46, XX, 3p
delécio, 5
BMO0O07 AML MO monoszomia, 95 Nem Nem Igen Nem 182 2,26 78 46
+marker
kromoszéma
45-48, XX, Nincs Nincs Nincs
BMO008 AML M4 komplex 35 Igen 9,86 2,96 84 7
. adat adat adat
kariotipus
Nincs |46, XX,
BMO009 AML adat | t(3:5)(q21:q31) 49 Nem Igen Nem Nem 89,48 3,12 102 170
BMO14 | AML NINSS | Nincs adat 67 Nem Nincs | Nincs | NIncs | o527 | 561 83 24
adat adat adat adat
BMO015 MDS 46, XY, inv(9) <1 2,92 2,06 72 33
BMO019 AML M2 46, XX 50 Nem Nem Igen Igen 1,46 3,29 106 79
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47, XY, 8

BMO020 ALL L, 100 221,6 4,14 128 16
triszomia
BM024 MDS 46, XY <1 3,78 2,56 80 76
BMO026 AML M5 |46, XY Nincs adat Nem Nem Nem Igen 213,6 2,17 73 121
BMO028 | AML M5 | Nincs adat Nincs adat Igen Nincs | Nincs | NIncs 157 59 | 397 99 9
adat adat adat
BMO029 MPAL Nincs adat 70 6,28 3,21 100 45
BMO030 AML M2 Nincs adat 36 Igen Nem Nem Nem 3,7 3,24 97 15
BMO032 AML M2 46, XX 65 Igen Nem Nem Nem 2,12 2,88 87 32
BMO033 AML M2 46, XX 80 Igen Nem Nem Igen 10,86 2,38 75 82
BMoga | 1L csontveldi 46, XY 0,6 477 | 416 96 137
érintettséggel
BMO035 AML M4 46, XX 65 Nem Nem Nem Nem 0,82 2,11 75 117
Mieloid sarcoma,
BMO039 csontveldi Nincs adat 0 5,05 4,43 125 343
érintettség nélkiil
BMO040 AML M5 46, XX 95 Nem Igen Nem Igen 110,5 2,06 84 116
. 43-44, X, -Y, . . .
BMO043 | AML Nincs |\ omplex Nincs adat Igen Nincs | Nincs [ NIncs | g5 |5 g 84 11
adat . adat adat adat
kariotipus
BMO050 AML MO 46, XY 79 Nem Nem Nem Nem 3,72 2,98 85 100
BMO052 MDS 46, XY, t(16;16) | Nincs adat 13,52 2,54 67 547
BMO059 HCL 46, XY Nincs adat 2,08 2,69 96 312
BMO061 AML M3 |46, XX, t(15;17) 90 Nem Igen Igen Nem 22,45 2,3 69 8
BMO63 AML Nincs 47,.X)’<, komplex 45 Nem Nincs Nincs Nincs 17 165 55 7
adat | kariotipus adat adat adat
Nincs
BMO066 AML adat 46, XX 80 lgen Nem Nem Igen 12,14 2,73 88 189
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Tiudo
adenocarcinoma,

BMO067 Nincs adat 0 8,35 4,06 106 270
csontvelodi
érintettség nélkiil
BMO068 AML M2 46, XX 90 Nem Igen Nem Igen 74,25 3,08 109 48
BMO069 | AML Mg |40 XY 18 80 Nem Nincs | Nincs | Nincs | 05 | 543 103 24
delécio adat adat adat
BMO70 AML M2 46, XY 90 Igen Nem Nem Nem 18,88 2,21 65 34
BMO071 AML M4 46, XX 80 Nem Igen Nem Nem 41,26 2,01 74 149
BMO072 AML M4 4?’ %X’.S 25 Nem Nem Nem Nem 2,43 2,35 75 82
triszomia
47, XY, 8 .
BMO073 AML M6 L, Nincs adat Nem Nem Nem Nem 3,06 2,67 91 9
triszomia
BMO074 AML M1 46, XX 85 Igen Nem Nem Igen 16,48 1,32 49 28
BMO075 AML M4 46, XY 22 Nem Igen Nem Igen 28,14 4,11 129 370
BMO76 | AML M4 |46, XY, inv(16) 45 Nem Nem '\;g‘ais Nem 16 2,64 87 53
BMO77 AML M4 46,XX 47 Igen Igen Nem Igen 303,9 1,38 41 55
46, XX,
BMO080 ALL 1(9:22)(q34:q11) 96 664 1,76 60 35
ismételt méréshez
BMO055 vett minta
(BMO026)
ismételt méréshez
BMO064 vett minta
(BMO006)

8. tabldzat: Hematologiai malignus betegségekben szenved6 felnétt betegek (n=45) diagnézis idején megallapitott klinikai adatai, valamint a csontvel6 mintakban észlelt

citogenetikai és molekularis genetikai eltérések. Az ismételt mérésekhez (BM055, BM064) a diagndzist és egyben a kezelés megkezdését kovetden 4 héttel ismételt csontvel6i

mintavétel tortént.
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7.3.2 Western blot analizis és denzitometria

A fentebb irtak szerint elokészitett mintakbol 50 ng fehérjét tartalmazd mennyiségeket
(12,5 pl) vittink 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 nitrocelluloz
membranra torténd transzferalasi 1épését 110 V-on hajtottuk végre, szintén 90 percig. A
membran aspecifikus kotdhelyeit 5%-o0s marhaszérum albumin (BSA) tartalmu oldatban valo
inkubécioval blokkoltuk, 60 percen at. Az alkalmazott primer és szekunder antitesteket a 9.

tablazatban foglaltuk 6ssze.

antitest gyarto katalogusszam | higitis
anti-HDACA Cell Signaling 2072 1-1000
anti-SIRT6 Cell Signaling 8771 1:1000
anti-LAMIN 4/C | Santa Cruz Biotechnology sc-20681 1:1000
anti-GAPDH Santa Cruz Biotechnology sc-47724 1:5000
anii-rabbit Sigma AD545 1:7000
anti-mouse Cell Signaling 7076 1:5000

9. tablazat: Az alkalmazott primer és szekunder antitestek

A vizsgalt fehérjék molekulatomege: HDAC4: 140 kDa, SIRT6: 42 kDa, LAMIN A&C:
69&62 kDa, GAPDH: 37 kDa. A membranok inkubacidjat az elsédleges antitestekkel 16 6ran
keresztiil, 4°C-on, a masodlagos antitestekkel 2 oran at, szobah6n végeztiik. Az anti-GAPDH
kivételével valamennyi elsddleges 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) és SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity Substrate (Life Technologies,
katalogusszam: 34095) felhasznalasaval a keletkezé kemilumineszcens jeleket a FluorChem
FC2 géldokumentaciods rendszer (Alpha Innotech) és az AlphaEase FC szoftver segitségével
detektaltuk. Az aspecifikus savok meghatarozasa érdekében masodik antitest kontroll
vizsgalatot (anti-rabbit) végeztiink. Denzitometrids analizis céljabol az Image J szoftvert
alkalmaztuk. A belsé kontrollokra (LAMIN A/C, illetve GAPDH) torténé normalizalas révén
meghataroztuk a vizsgalt fehérjék (HDACA4, illetve SIRT6) relativ expresszids szintjét az
egyes mintdkban. Adott fehérje atlagos relativ expresszids szintjét minden esetben két
Western blot vizsgalat eredménye alapjan hatdroztuk meg. A hematologiai malignus

betegségekben szenvedd felndtt betegek csontveld mintaiban igy nyert atlagos relativ
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expresszios szinteket a fentebb irt két, csontveldi infiltraciot nem mutatd mintaban (BM039,
BMO067) nyert relativ expresszios szintek atlagara normaltuk.
7.3.3 RNS-izolalas és az izolalt RNS koncentraciojanak meghatarozasa
Az EDTA-tartalmi csovekbe levett csontveld mintdk 500-500 pl-éhez megegyezd
mennyiségli TRI reagenst adtunk hozzd (Sigma, katalogusszam: T9424), majd kloroform,
izopropanol és etanol felhasznalasaval izolaltuk a teljes RNS-frakciot. Az izolalt RNS-t
koncentrator késziilékkel (Concentrator plus, Eppendorf) beszaritottuk, majd nukledzmentes
vizben (NFW) (Lonza, katalogusszam: 51200) reszuszpendaltuk. Az izolalt teljes RNS-
frakci6 koncentraciéjat NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer késziilek segitségével
hataroztuk meg, 260 nm hulldmhosszon. Az izolalt RNS-t tovabbi felhasznalasig -70°C-on
taroltuk.
7.3.4 Reverz transzKkripcio és kvantitativ polimeraz lancreakcio
Munkank soran 6 kiilonb6z6 mikro-RNS (miR-124, miR-155, miR-378*, miR-23b, miR-

26a) ¢és 2 kiilonbozo hiszton deacetildz enzim (HDAC4, SIRT6) relativ expresszids szintjét
hataroztuk meg hematolégiai malignus betegségekben szenvedd felndtt betegek csontveld
mintaibol a fentiek szerint izolalt teljes RNS-frakcidkban, reverz transzkripcio (RT) és
kvantitativ polimerdz lancreakcid (qPCR) segitségével. Referencia génként az irodalomban
ajanlott [66, 73, 155-160] U6 spliceosomalis RNS-t alkalmaztuk. Az izolalt teljes RNS-
frakci6 koncentraciojatol fliggéen 900-1500 ng RNS reverz transzkripcidjat végeztiik el az
Omniscript RT kit (Qiagen, kataldgusszam: 205113) segitségével, 20 ul reakciotérfogatban,
katalogusszam: N261A). A reverz transzkripciot 60 percig végeztiik, 37°C hémérsékleten. A
qPCR reakcidkat LightCycler 480 Master késziilékkel (Roche) hajtottuk végre, melyek soran
a mikro-RNS-ek esetén UPL21 préobat (Roche, katalogusszam: 04686942001) és 5 U/ul
koncentracioju Taq polimerdz enzimet (ThermoFisher Scientific, katalogusszdm: EP0402),
mig a hiszton deacetildz enzimek és az U6 spliceosomalis RNS esetén 2x SYBR Green
Mastermixet (Roche, katalogusszam: 04887352001) alkalmaztunk. A qPCR reakciokat
minden esetben triplikdtumban végeztiik, 20 pl reakcidtérfogatban, mely a 2x-re higitott RT-
termékbdl 5 pl-t tartalmazott. A qPCR reakciok soran alkalmazott homérsékleti profil az
alabbi volt:

-inici&cio: 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).
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Az RT és qPCR reakciok soran alkalmazott primerek szekvencidi a 10. tdblazatban
talalhatoak. A mikro-RNS-ek MirBase adatbazisban megtalalhaté (www.mirbase.org)
szekvencidja alapjan szekvenciaspecifikus stem-loop és forward primereket terveztiink, egy a
Czimmerer Zsolt és munkatarsai altal 2013-ban publikalt, online elérheté szoftver
segitségével (www.mirnadesigntool.astridresearch.com) [161]. A mikro-RNS-ek relativ
expresszios szintjének qPCR segitségével torténd meghatarozasahoz univerzalis reverz
primert alkalmaztunk. A HDAC és SIRT6 mRNS-szintli relativ expresszios szintjének
meghatarozasahoz sziikséges primereket az online elérhetd Universal Probe Library Assay
Design Center (www.lifescience.roche.com) segitségével terveztik meg. Az U6
spliceosomalis RNS vizsgalatahoz korabban publikalt primerszekvenciakat alkalmaztunk
[73]. Az RT-reakcidkhoz sziikséges stem-loop primereket 100 uM koncentraciojara
higitottuk, amely oldatokbodl a 20 ul térfogata reakcioelegyek 0,2 pl-t tartalmaztak. A mikro-
RNS-ek esetén a qPCR soran Osszeallitott 20 pl térfogatu reakcidelegyek a 100 puM
koncentracidjura higitott forward és univerzalis reverz primerekbdl 0,06 ul-t tartalmaztak. A

crcr

higitottunk, 1-1 ul-t tartalmaztak a szintén 20 ul térfogatt reakcidelegyek a qPCR soran.
7.3.5 A qPCR adatok kiértékelése
Valamennyi qPCR reakciot triplikdtumban végeztiik. A C, értékeket a Light Cycler 480

SW 1.5.0 szoftverrel, a relativ kopiaszamot a AC, mddszer segitségével hataroztuk meg. Az
igy nyert értékekbdl triplikdtumonként atlagot szamitottunk, majd a vizsgalt gének ¢és a
referenciagén esetén kiszamitott atlagértékek hanyadosanak meghatarozasaval kaptuk meg a

vizsgalt gének relativ expresszids szintjét.
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hsa-miR-124-1-stem-loop

GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAAC GGCATT

hsa-miR-155-5p-stem-loop

GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAAC ACCCCT

hsa-miR-378*-stem-loop

GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAAC ACACAG

hsa-miR-23b-3p-stem-loop

GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAAC GGTAAT

hsa-miR-125b-1-stem-loop

GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAAC TCACAA

hsa-miR-26a-5p-stem-loop

GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAAC AGCCTA

hsa-miR-124-1-forward TTGGTAAGGCACGCGGTG
hsa-miR-155-5p-forward | GTGGGTTAATGCTAATCGTGAT
hsa-miR-378*-forward GTTTCTCCTGACTCCAGGT
hsa-miR-23b-3p-forward | GTTGATCACATTGCCAGGG
hsa-miR-125b-1-forward |[GTTTCCCTGAGACCCTAAC
hsa-miR-26a-5p-forward |[GTTTGGTTCAAGTAATCCAGGA
universal reverse primer | GTGCAGGGTCCGAGGT
SIRT6-left TCTTCCAGTGTGGTGTTCCA
SIRT6-right CCTCCATGGTCCAGACTCC
HDACA4-left AGATCCTCATCGTGGACTGG
HDACA4-right GCTGGGGTCGCTGTAGAA
U6-reverse GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACAAAATA
UB-upstream CTCGCTTCGGCAGCACATA
U6-downstream GTGCAGGGTCCGAGGT

10. tablazat: Az RT és qPCR reakciok soran alkalmazott primerek szekvenciai

7.4 Statisztikai analizis, klaszteranalizis és abratervezés

A statisztikai analizist (Kolmogorov-Smirnov teszt, t-teszt, Mann-Whitney teszt,

Pearson-féle korrelacid, Spearman-féle rangkorrelacio) 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:
kozepes (0.3<|r|<0.4:

Spearman), szoros (0.4<|r|<0.7: Pearson, 0.6<|r|<0.8: Spearman),

Pearson, 0.4<|r|<0.6: Spearman), gyenge (0.2<|r|<0.3: Pearson,

0.2<|r|<0.4: Spearman), illetve elhanyagolhatd (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 ¢€s a GraphPad Prism 5.00 szoftvereket alkalmaztuk. Az egyes

betegcsoportok Osszehasonlitdsa esetén az abrakon feltiintettiik a medidn értéket és az

interkvartilis terjedelmet.
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8. Eredmények

Munkank soran hematolégiai malignus betegségekben szenvedd felndtt betegek
diagnozis idején levett csontveld mintdiban hataroztuk meg a 7. tdblazatban feltiintetett
vizsgalati panelben szerepld mikro-RNS-ek, tovabba hiszton deacetildz enzimek MRNS- és
fehérjeszintli expresszios szintjét Western blot analizis és RT-qPCR segitségével. Vizsgaltuk,
hogy az expresszios szintek milyen Osszefliggést mutatnak egymassal, illetve a diagndzis
idején meghatarozott klinikai adatokkal, citogenetikai- és molekuldris genetikai eltérésekkel.

Két esetben az expresszids szintek kezelés megkezdését kovetd valtozasat is tanulméanyoztuk.

8.1 Hiszton deacetilaz enzimek fehérjeszintlii expresszios szintjének
vizsgalata hematologiai malignus betegségekben

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

Mindkét vizsgalt hiszton deacetilaz enzim esetén heterogén fehérjeszintli expresszios
szinteket észleltiink (5. abra). Az alabbiakban az eredményeket a diagnozist, illetve a tarsulo

citogenetikai €s molekularis genetikai eltéréseket figyelembe véve tekintjiik at.

49



1
=]

0~

) M

3 $
9.LAIS

jujzs m@—sav.o._n—xo ADeRY

-

YOVAH

upzs s01Zssaadxa Apepay

a-SIRT6

a-HDAC4

X

—t—t

almbm
-——
a-LAMIN A/C

9.LUIS
Jupzs soyzssaadxa anepay

a &

7 -

At — ]
a-LAMIN A/C
@ L

i
- [ —— .
e B e - .

= = =
= = =
= ol =

¥OVAH
yupzs soyzssaadxa aneay

400+

a-SIRT6

a-HDAC4

T—

A
b G s an an 8D & &=

l

V. —

-

a-GAPDH

a-GAPDH

5. abra: Heterogén HDAC4 ¢s SIRT6 expresszios szintek hematoldgiai malignus betegségekben

50



M\MSA@ T 1 \«Ss\

i s W S "oy,

D S,SS\ = —- M %k ?\Q&S

c§§ m 1 = @Ssc

\,@:@ Wu_a _U_—..- .- nnu_a ,%Q&w\

TININININII =2 “ “on,

M&é@ " 4 ! 0%, -

| “ory, - m&.@e
’ i M,—.M _.w i ; ) e,_..ow.:w ) )
ngzs s0§zssaadxa AnePy yuyzs soyzssaadxa anepy

Q,,.stv . - -
1l %
D e “ M =
{ Qo =+ a A
w 2 188 & [ g
Uy B 1B O -
. « 'y «
:,S_S. & - - i @S_S
- |
S\S«\ . “ “ i E.Q\\_\.“\
[y oy
Yy [ g
YOVAH YOVAH

pzs s01zssaadxa aney yzs $0§zssa.adxa Anepy

51

Yy

a-SIRT6
a-GAPDH

5

a-GAPDH

5. abra (folytatas): Heterogén HDAC4 és SIRT6 expresszids szintek hematoldgiai malignus betegségekben



]

I M T T
=3 < = = =
v ~ «© —

9LUIS
zs s01zssa.adxa Apeayy

5004

a —_

YOVAH
yuyzs s01zssa.adxa Apepay

a-SIRT6

a-HDAC4
-

_— - - o GE-gup

—_— . — e e GGy

a-GAPDH

a-GAPDH

T

9.LUIS
yupzs s01zssaadxa apey

5
0
S
0

1004

FOVAH
yupzs sozssaadxa anepy

smws

a-HDAC4

- b ep == =

a-GAPDH

a-GAPDH

tek hematologiai malignus betegségekben

5. abra (folytatds): Heterogén HDAC4 és SIRT6 expresszids szin

52



8.1.1 A HDAC4 enzim fehérjeszintii expresszios szintjének vizsgalata

hematologiai malignus betegségekben

FAB MO altipust AML (n=3) esetén relative alacsony, mig FAB M1 altipusi AML
(n=1) esetén relative magas HDAC4 szintet észleltiink. A harom FAB MO altipusu AML-ben
szenvedd beteg koziil ketten FLT3-TKD mutaciot hordoztak (BM001, BMO007), azonban a
mutacios statusz és a HDAC4 fehérje expresszios szintje kdzott nem talaltunk osszefliggést. A
FAB M2 altipusit AML-es betegek csoportjaban (n=7, relative alacsony HDAC4 expresszios
szint) harom betegnél igazolodott NPM1 mutéacio (BM019, BM033, BM068), koziilik egy
beteg FLT3-ITD mutaciot (BM068), egy masik pedig FLT3-TKD mutaciot is hordozott
(BM019). Koziilik az FLT3-TKD mutaciot hordozd betegnél a HDAC4 szintje relative
alacsonynak, mig az FLT3-ITD mutacid esetén relative magasnak bizonyult. A FAB M3
altipusi. AML-ben szenvedd, a t(15;17) transzlokacid6 mellett FLT3-ITD ¢és FLT3-TKD
mutaciot egyarant hordoz6 beteg mintajaban (n=1, BMO061) relative magas HDAC4
expresszios szintet kaptunk. A FAB M4 altipust 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 (BMO008), a 18p delécio
(BMO069), a 8-as kromoszoma triszomiaja (BMOQ72) és a 16-os kromoszoma inverzidja
(BMO076) koziil a legmagasabb HDAC4 szintet a 18p deléciot hordozd beteg mintajaban
detektaltuk. A FAB M4 altipusat AML-es csoportba tartozo két, NPM1 és FLT3-ITD mutaciot
egyarant hordozo beteg kozil (BM077, BM075) MDS-bdl transzformalodott AML esetén
(BMO077) relative magas, mig megel6z6 MDS hianyaban (BMO075) relative alacsony HDAC4
szintet mértiink. A FAB M4 altipusi AML-es betegek csoportjanak egészét tekintve a
legmagasabb HDAC4 szintet a normal kariotipus mellett FLT3-ITD mutaciét hordoz6 beteg
(BMO71) esetén észleltiik. Valamennyi FAB altipus koziill a FAB M5 altipusi AML-es
betegek csoportjaban (n=5) bizonyult legmagasabbnak a HDAC4 fehérje medidn expresszios
szintje. Ezen csoportban magasabb HDAC4 szintet észleltiink a 8-as kromoszoma triszOmiaja
esetén (BMO006), mint a 6q delécidjakor (BM002), tovabba a HDAC4 fehérje szintje szintén
magasabbnak bizonyult egyidejii FLT3-ITD és NPMI1 mutéaci6 esetén (BM040), mint az
NPM1 mutéci6 6nallé hordozasakor (BM026). A FAB M6 altipusi AML-ben szenvedd beteg
(n=1, BM073) mintajaban relative alacsony HDAC4 expresszios szintet mértiink.

Az ALL-es felndtt betegek koziil (n=2, relative magas median HDAC4 expresszios szint)
a Philadelphia kromoszémat hordozo beteg esetén (BM080) extrém magas HDAC4 szintet
detektaltunk. Az MDS-ben szenvedé betegek csoportjaban (n=4) a HDAC4 fehérje median

53



expresszios szintje relative alacsonynak bizonyult. Koziiliik ketten hordoztak citogenetikai
eltéréseket, melyek koziil magasabb HDAC4 szintet lattunk t(16;16) transzlokacié (BM052)
esetén, mint a 9-es kromoszoma inverzidjakor (BMO15). MPAL (n=1, BM029), valamint
csontveldi infiltracidoval tarsuld6 Hodgkin lymphoma esetén (n=1, BM034) egyarant relative
alacsony volt a HDAC4 fehérje expresszios szintje, mig hajas sejtes leukémiaban (n=1,

BMO059) relative magas HDAC4 szintet észleltiink.
8.1.2 A SIRT6 enzim fehérjeszintii expresszios szintjének vizsgalata

hematologiai malignus betegségekben

FAB MO altipust AML-ben (n=3) alacsony medidan SIRT6 expresszios szintet
detektaltunk. A csoportba tartozo két, FLT3-TKD mutéaciot hordozé beteg (BM001, BM007)
koziil citogenetikai eltérések hianydban (BMOO1) relative magas, mig 3p delécio, az 5-0s
kromoszéma monoszoémiaja és egy marker kromoszoma egyidejii jelenléte (BM007) esetén
relative alacsony SIRT6 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) o6t
esetben 4llt fenn MDS-bdl transzformalodott AML, melyek koziil a legmagasabb SIRT6
szintet az NPM1 mutaciot hordozé beteg (BM033) mintajaban észleltiik. A fennmarado két,
nem MDS-bdl transzformalédott FAB M2 altipusu, kombinalt molekularis genetikai
eltéréseket hordozo AML-es beteg koziil a SIRT6 fehérje expresszios szintje magasabbnak
bizonyult egyidejit NPM1 és FLT3-ITD mutacié esetén (BM068), mint NPM1 ¢és FLT3-TKD
mutacio tarsulasakor (BMO019). A FAB M3 altipusi AML-ben szenvedé betegnél (n=1,
BMO061) relative alacsony SIRT6 szintet mértiink. A FAB M4 altipust AML-es betegek (n=9,
relative magas SIRT6 expresszios szint) csoportjdban két esetben igazolodott kombinalt
NPM1 ¢és FLT3-ITD mutaci6 (BMO077, BMO075). Koziilik MDS-bdl transzformalddott
betegség esetén (BMO077) relative magas, mig megel6z6 MDS hianyaban kialakult AML-ben
(BMO75) relative alacsony SIRT6 szintet észleltiink. A fentebb részletezett négy,
citogenetikai eltéréseket hordoz6, FAB M4 altipusi AML-ben szenvedé beteg (BMO0O0S,
BMO069, BM072, BM076) koziil a SIRT6 szintje 18p delécio esetén (BM069) volt a
legmagasabb. A HDAC4 fehérjéhez hasonloan a SIRT6 median expresszios szintje is FAB
M5 altipusi AML-ben (n=5) addédott a legmagasabbnak. Ebben a csoportban egyetlen
esetben, az MDS-b61 transzformalodott AML-ben szenvedé beteg (BMO028) mintajaban
észleltiink relative alacsony SIRT6 szintet. Szintén a FAB M5-0s altipust AML-es csoportot
tekintve, a 6q deléciojaval (BM002) dsszehasonlitva magasabb SIRT6 szintet detektaltunk a
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8-as kromoszoma triszOmiaja esetén (BMO006), tovabbd a SIRT6 szintje magasabbnak
bizonyult NPM1 ¢és FLT3-ITD mutaci6 tarsulasa esetén (BM040), mint az NPM1 mutéci6
onallé hordozasakor (BM026). A FAB M6 altipusu AML-ben szenvedd beteg (n=1, BM073)
mintdjaban relative alacsony SIRT6 expresszios szintet lattunk.

ALL-ben (n=2), illetve MDS-ben (n=4) egyarant magas median SIRT6 expresszios
szintet észleltiink. A HDAC4 fehérjéhez hasonléan a SIRT6 szintje is extrém magasnak
bizonyult a Philadelphia kromoszémat hordozé ALL-es beteg mintdjaban (BM080). MDS
esetén a t(16;16) transzlokacio (BM052) a 9-es kromoszoma inverzidjahoz képest (BMO15)
magasabb SIRT6 expresszios szinttel tarsult. MPAL (n=1, BM029) és hajas sejtes leukémia
(n=1, BMO059) esetén relative alacsony, mig csontveldi infiltracioval jar6 Hodgkin

lymphomaban (n=1, BM034) relative magas SIRT6 szintet detektaltunk.

8.2 Szoros korrelacio a HDAC4 és SIRT6 hiszton deacetiliz enzimek
fehérjeszintu expresszios szintje kozott

A teljes vizsgalati anyagban (n=45), illetve az Gjonnan diagnosztizalt AML-es betegek
csoportjaban (n=32) egyarant szoros korrelaciot észleltiink a NAD"-fiiggetlen HDAC4 és a
NAD"-fiiggd SIRT6 hiszton deacetilaz enzim fehérjeszintli expresszids szintje kozott

(Spearman-féle rangkorrelacio, n=45 esetén r=0.722, illetve n=32 esetén r=0.794) (6. abra).

1.5+
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6. abra: A HDAC4 és SIRT6 hiszton deacetilaz enzimek fehérjeszintli expresszios szintje kozott szoros
korreléci6 all fenn hematoldgiai malignus betegségekben (n=45) és azon beliil akut mieloid leukémiaban (n=32)
(Spearman-féle rangkorrelacio, ***:p<0.001)

55



83 A HDAC4 és a SIRT6 hiszton deacetilaz enzimek fehérjeszinti
expresszios  szintjének  Osszehasonlitisa  hematolégiai  malignus

betegségekben szenved6 betegek alcsoportjai kozott
Az AML kiilonb6z6é FAB altipusait 6sszehasonlitva, mindkét vizsgalt hiszton deacetilaz

enzim median expresszids szintje a FAB MS5-6s altipusat AML-es betegek csoportjaban
bizonyult a legmagasabbnak. A HDAC4, illetve a SIRT6 fehérje egyes AML FAB
altipusokban észlelt median expresszios szintjének csokkend sorrendje a kdvetkezdképpen
alakult (7. abra):

HDAC4: M5 > M4 > M3 > M1 > M0 > M2 > M6

SIRT6: M5 >M1 >M2 >M4 >M0 >M6 > M3.
Az AML-t6l kiilonb6z6 hematologiai malignus betegségek esetén az egyes
betegcsoportokban észlelt median expresszios szintek csokkend sorrendje az alabbi volt (7.
abra):

HDAC4: ALL > HCL > MDS > HL > MPAL

SIRT6: ALL > HL > MDS > HCL > MPAL.
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7. dbra: A HDAC4 és a SIRT6 fehérje median expresszios szintje az AML egyes FAB altipusaiban, illetve az
AML-t6] kiilonb6z6 hematologiai malignus betegségekben. Az abran narancssarga szinnel tiintettiik fel az AML
azon FAB altipusanak adatait, amelyiknél a legmagasabb median expresszios szintet észleltiik (FAB MO AML
n=3, FAB M1 AML n=1, FAB M2 AML n=7, FAB M3 AML n=1, FAB M4 AML n=9, FAB M5 AML n=5,
FAB M6 AML n=1, ALL n=2, MPAL n=1, MDS n=4, HCL n=1, HL n=1)

A jobb attekinthetdség kedvéért az AML egyes FAB tipusaiban észlelt median HDACA4,
illetve SIRT6 expresszios szinteket a 11. és a 12. tablazatban a teljes vizsgalati anyag median

expresszios szintjéhez viszonyitott egységekben (fold change) is feltiintettiik.
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HDAC4 SIRTGO
MO 0,955014 MO 0874213
M1 1,74299% M1 71122
M2 0626452 M2 1.63067
M3 1.948305 M3 0623889
M4 3658936 M4 1
M5 1291795 M5 3128815
Méb 0231635 Méb 0774872
11. tablazat: Az AML egyes FAB tipusaiban 12. tablazat: Az AML egyes FAB tipusaiban
észlelt median HDAC4 szintek, a teljes észlelt median SIRT6 szintek, a teljes
vizsgalati anyag median értékéhez viszonyitva vizsgalati anyag median értékéhez viszonyitva
(fold change) (fold change)

A HDAC4 hiszton deacetildz enzim fehérjeszintli expresszids szintje szignifikdnsan
magasabbnak bizonyult nem MDS-b6l transzformaldédott AML esetén (n=21), mint MDS-b61
transzformalodott betegségben (n=11) (Mann-Whitney teszt, p<0.05) (8. abra). A HDAC4
fehérjével szemben a SIRT6 median expresszios szintje az MDS-bd1 transzformalodott AML-
es betegek csoportjaban adodott magasabbnak, de ez a kiilonbség nem volt statisztikailag
szignifikdns (nem bemutatott eredmény).

Szintén nem bizonyult statisztikailag szignifikansnak azon két megfigyelésiink sem,
melyek szerint mindkét hiszton deacetilaz enzim median expresszids szintje magasabb az
NPMI1 mutéciot hordozd6 AML-es betegek csoportjaban (n=9), mint NPM1 mutaciéval nem
tarsuldo AML esetén (n=15), tovabba mindkét fehérje median expresszids szintje alacsonyabb
FLT3-TKD mutacioval tarsulo AML-ben (n=4), mint az FLT3-TKD mutacioét nem hordozo
AML-es betegek csoportjaban (n=19) (nem bemutatott eredmények).
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8. dabra: A HDAC4 fehérje expresszios szintje szignifikansan magasabb nem MDS-bdl transzformalddott AML
(n=21), mint MDS-bél transzformalodott betegség (n=11) esetén (Mann-Whitney teszt, *:p<0.05)
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A HDACH4 ¢és a SIRT6 hiszton deacetilaz enzimek expresszids szintje egyarant magasabb
volt FLT3-ITD mutacidval tarsulo AML-ben (n=7), mint az FLT3-ITD mutacié hianyaban
(n=17). Ezen kiilonbség a HDAC4 esetén statisztikailag szignifikdnsnak bizonyult (Mann-
Whitney teszt, p<0.05) (9. abra).
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9. dbra: A HDAC4 fehérje expresszios szintje szignifikdnsan magasabbnak bizonyult FLT3-ITD mutacioval
tarsul6 AML (n=7) esetén, mint az FLT3-ITD mutaci6 hianyaban (n=17) (Mann-Whitney teszt, *:p<0.05)

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

A miR-124, miR-155, miR-125b, miR-378*, miR-23b, miR-26a, valamint a HDAC4 és
SIRT6 MRNS-szinti relativ expresszids szintjének meghatarozasat RT-qPCR segitségével
végeztik el. Referenciagénként az U6 spliccosomalis RNS-t alkalmaztuk. A vizsgalatok
0sszesen 40 csontveld mintan torténtek, melyek koziil 38 jjonnan diagnosztizalt hematoldgiai
malignus betegségben szenvedd felndtt betegektdl szarmazott, ebbdl 27 1Gjonnan
diagnosztizalt AML-es betegekt6l. 2 tovabbi minta levétele a diagndzis megallapitasat
kovetden 4 héttel tortént. Az 8. tablazatban feltiintetett csontveld mintak koziil RT-gPCR
vizsgalat a BM072, BM077, BM074, BM075 és BM076-0s kodi mintdkon nem tortént.

Az egyes mintdkban meghatarozott relativ expresszios szintek alapjan a klaszteranalizis a
vizsgalt géneket 5 kiilonbozé klaszterbe sorolta (10. abra). Az expresszids szintek kozott
szamos statisztikailag szignifikans pozitiv, illetve negativ korrelacio igazolddott (11. abra). A
kovetkezd alfejezetekben szerepld abrakon a korrelaciés koefficiens értéke szerint
megallapitott nagyon szoros, szoros, illetve kdzepes erdsségli korrelaciokat tiintettiik fel. Ettdl

csak a diagndzis idején megallapitott fehérvérsejtszam és a vizsgalt gének expresszids szintje
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kozotti gyenge korrelaciok abrazolasakor tértiink el. Linearis regressziot 0.6<|r| esetén

végeztiink, mely esetekben a regresszids egyenest az abrakon feltlintettiik.

Elaszter 1

Elaszter 2

Klaszter 3

Klaszter 4

Klaszter 5

BMO001
EMO002
EMO003
EMO04
EMO0S
EMO008
EROO7
EMO008
BM00?
BKO14
EMD15
BMD12
BMO020
BMO26
BMO28
BMO29
BMO30
BMO032
BMO33
BMO34
BMO35
BMO40
EMO43
BMOS0
BMOS52
BMO59
BM0&1
BM0&3
BMD&4
BM0&2
EMD&9
EKO71
BMO24
EMO32
BMO&S
EM0&7
BMO70
EMO73
BMO20
BMOS55

10. dabra:A klaszteranalizis a vizsgalt géneket 5 kiilonb6z0 klaszterbe sorolta

miR-125h

miR-155

HDACY

miR-378*

miR-23b

SIRT6

miR-26a

miR-124
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11. abra: A vizsgalt gének expresszios szintje kdzott szamos statisztikailag szignifikans dsszefliggés igazolddott
(minden esetben Spearman-féle rangkorrelacio, kivéve a miR-378* és miR-23b szintje kozti korrelacio esetén az
Ujonnan diagnosztizalt AML-es betegek csoportjaban, ahol Pearson korrelaciot alkalmaztunk)

8.4.1 Mikro-RNS-ek expresszios szintje kozotti korrelaciok

A vizsgélt harom, szolid tumorokban Warburg effektussal osszefliggésbe hozott mikro-
RNS (miR-378*, miR-23b, miR-26a) relativ expresszids szintje kozott a teljes vizsgalati
anyagban (n=40), illetve az Gjonnan diagnosztizalt AML-es betegek csoportjaban egyarant
statisztikailag szignifikans pozitiv korrelaci6 igazolodott (12. abra). Koziilik a miR-378* és
miR-23b szintje kozotti Osszeflggés bizonyult a legszorosabbnak (r=0.755 n=40 esetén,
r=0.846 n=27 esetén). A masodik legerdsebb Osszefliggést 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) expresszids szintje kozott szintén igazoltunk

szignifikans pozitiv és negativ korrelaciokat.
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12. dbra: A miR-378*, miR-23b és miR-26a szintje k6z6tt a teljes vizsgalati anyagban (n=40) és az (jonnan
diagnosztizalt AML-es betegek csoportjaban (n=27) egyarant statisztikailag szignifikans pozitiv korrelaciot
észleltiink (Spearman-féle rangkorrelacio, kivétel a miR-378* és miR-23b szintje k6zott n=27 esetén (Pearson-
féle korrelacio) **:p<0.01 ***:p<0.001)

A miR-155 a vizsgalt harom, szolid tumorokban Warburg effektussal Osszefliggésbe
hozott mikro-RNS koziil legerésebb pozitiv korrelaciot a miR-378* szintjével mutatott
(r=0.748 n=40 esetén, r=0.621 n=27 esetén), melyet a teljes vizsgdlati anyagban a miR-155 és
miR-26a szintje kdzotti pozitiv korrelacio erdssége (r=0.582 n=40 esetén), mig az Gjjonnan

diagnosztizalt AML-es betegek csoportjaban a miR-155 miR-23b-vel mutatott
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korrelaciojanak erdssége kovetett (r=0.493 n=27 esetén) (13. abra). 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 ujonnan diagnosztizalt AML-es betegek csoportaban a miR-

155 és miR-26a szintje kozott bizonyult a leggyengébbnek (r=0.491 n=27 esetén).
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13. dbra: Az onkogén tulajdonsagi miR-155 expresszios szintje mind a teljes vizsgalati anyagban (n=40), mind
az ujonnan diagnosztizalt AML-es betegek csoportjaban (n=27) statisztikailag szignifikans pozitiv korrelaciot
mutatott mindharom vizsgalt, szolid tumorokban Warburg effektussal 6sszefliggésbe hozott mikro-RNS
szintjével (Spearman-féle rangkorrelacio, **:p<0.01 ***:p<0.001)
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A tumorszuppresszor miR-124 expresszids szintje statisztikailag szignifikdns 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 Ujonnan diagnosztizalt AML-es betegek

csoportjaban a miR-26a expresszios szintjével (r=-0.643 n=27 esetén) (14. abra).
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14. dabra: Statisztikailag szignifikans negativ korrelacio a tumorszuppresszor miR-124 és a szolid tumorokban
Warburg effektussal osszefiiggésbe hozott miR-26a szintje kozott a teljes vizsgalati anyagban (n=40), illetve az
Ujonnan diagnosztizalt AML-es betegek csoportjaban (n=27) (Spearman-féle rangkorrelacio, ***:p<0.001)

A mieloid sejtek differenciacidojanak szabalyozasaban fontos szerepet jatszo miR-125b
expresszios szintje a Warburg effektussal Osszefliggésbe hozott mikro-RNS-ek koziil
szignifikdns pozitiv korreldciot 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 k6zott igazolddott hasonld 6sszefiiggés (15. abra).

A teljes vizsgalati anyagban emellett kimutattuk, hogy a miR-125b és az onkogén miR-
155 expresszios szintje kozott szintén szignifikans pozitiv korrelacio all fenn (r=0.520 n=40

esetén) (16. abra).
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15. dabra: A mieloid iranyu differenciacio szabalyozasiban fontos szerepet jatszo miR-125b expressszios szintje
a teljes vizsgalati anyagban (n=40) ¢s az Gijonnan diagnosztizalt AML-es betegek csoportjaban (n=27) egyarant
statisztikailag szignifikans pozitiv korrelaciot mutatott a vizsgalt Warburg effektussal 6sszefiiggésbe hozott

mikro-RNS-¢k szintjével(Spearman-féle rangkorrelacio, **:p<0.01 ***:p<0.001)
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16. abra: Statisztikailag szignifikans pozitiv korrelacié a miR-125b és az onkogén miR-155 expresszios szintje
kozott a teljes vizsgalati anyagban (n=40) (Spearman-féle rangkorrelacio, ***:p<0.001)

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

A teljes vizsgalati anyagban (n=40) a HDAC4 hiszton deacetilaz enzim mRNS-szintii
expresszios szintje a vizsgalt mikro-RNS-ek mindegyikének szintjével statisztikailag
szignifikans korrelaciot mutatott (17. abra). A Warburg effektussal Osszefiiggésbe hozott
mindharom vizsgalt mikro-RNS szintje pozitivan korrelalt a HDAC4 szintjével. Az
Osszefliggés erésségének csokkend sorrendje az alabbi volt: miR-378* (r=0.734) > miR-26a
(r=0.675) > miR-23b (r=0.596). Pozitiv korrelacio igazoldodott tovabba a HDAC4 és a
hemopoézis szabalyozasaban fontos szerepet betolté miR-125b (r=0.481), valamint a HDAC4
¢és az onkogén miR-155 (r=0.633) szintje kozo6tt, mig a HDAC4 szintje a tumorszuppresszor

MiR-124 expresszios szintjével negativan korrelalt (r=-0.411).
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17. abra: A HDAC4 hiszton deacetilaz enzim mRNS-szint{i expresszios szintje a miR-378*, miR-23b, miR-26a,
MiR-125b és miR-155 szintjével pozitivan, mig a miR-124 szintjével negativan korrelalt a teljes vizsgalati
anyagban (n=40) (Spearman-féle rangkorrelacio, **:p<0.01 ***:p<0.001)
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17. dbra, folytatas: A HDAC4 hiszton deacetilaz enzim mRNS-szintii expresszios szintje a miR-378*, miR-23b,
mMiR-26a, miR-125b és miR-155 szintjével pozitivan, mig a miR-124 szintjével negativan korrelalt a teljes
vizsgalati anyagban (n=40) (Spearman-féle rangkorrelacio, **:p<0.01 ***:p<0.001)

Az Ujonnan diagnosztizalt AML-es betegek csoportjdban (n=27) szintén pozitiv
korrelaciot észleltink a HDAC4, illetve mindharom Warburg effektussal Osszefiiggésbe
hozott mikro-RNS expresszioés szintje kozott (18. abra). Az Osszefliggés erdsségének
csokkend sorrendje a kovetkezé volt: miR-26a (r=0.703) > miR-378* (r=0.629) > miR-23b
(r=0.474). Szintén pozitiv korrelacié igazolédott a HDAC4 és az onkogén miR-155

expresszids szintje kozott (r=0.407).
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18. dbra: A HDAC4 hiszton deacetilaz enzim mRNS-szintii expresszids szintje a miR-378*, miR-23b, miR-26a,
valamint a miR-155 szintjével pozitivan korrelalt az Gjjonnan diagnosztizalt AML-es betegek csoportjaban
(n=27) (Spearman-féle rangkorrelacio, *:p<0.05 ***:p<0.001)

8.4.3 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 6sszefliggésbe hozott miR-26a szintjével
(r=0.514 n=40 esetén, r=0.487 n=27 esetén), mig a SIRT6 és a tumorszuppresszor miR-124

expresszids szintje kozott negativ korrelacido igazolodott (r=-0.398 n=40 esetén, r=-0.573

n=27 esetén) (19. abra).
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19. abra: A SIRT6 hiszton deacetilaz enzim mRNS-szintii expresszios szintje a miR-26a szintjével pozitivan,
mig a miR-124 szintjével negativan korrelalt a teljes vizsgalati anyagban (n=40), illetve az (ijonnan
diagnosztizalt AML-es betegek csoportjaban (n=27) egyarant (Spearman-féle rangkorrelacio, *:p<0.05
**:p<0.01 ***:p<0.001)

8.5 Mikro-RNS-ek és hiszton deacetilaz enzimek expressziés szintjének
korrelacioja a diagnozis idején megallapitott fehérvérsejtszammal
hematologiai malignus betegségekben

A 8. téblazatban szerepld, a hematologiai malignus betegségek diagnozisanak
idépontjaban megallapitott klinikai adatok koziil a fehérvérsejtszdm tobb altalunk vizsgalt gén
expresszids szintjével is statisztikailag szignifikans korrelaciot mutatott (20. abra). 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 fehérvérsejtszammal a miR-124
szintje pozitivan (r=0.349), a mMIiR-26a expresszios szintje pedig negativan (r=-0.384)

korrelalt.
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20. dbra: A hematologiai malignus betegségek diagnozisanak iddpontjaban megallapitott fehérvérsejtszam
korrelacioja hiszton deacetilaz enzimek, illetve mikro-RNS-ek expresszios szintjével (n=38, Spearman-féle
rangkorrelacio, *:p<0.05)

8.6 A vizsgalt mikro-RNS-ek, valamint a HDAC4 és SIRT6 hiszton
deacetilaz enzimek MRNS-szintli expresszios szintjének 0Osszehasonlité
elemzése hematologiai malignus betegségek esetén, és azon beliill az akut
mieloid leukémia egyes alcsoportjai kozott

A vizsgalt mikro-RNS-ek, valamint a HDAC4 és SIRT6 hiszton deacetildz enzimek
MRNS-szintli expresszios szintjét osszevetettiik egymassal a teljes vizsgalati anyagban (n=40)
¢s az ujonnan diagnosztizalt AML-es betegek csoportjaban (n=27) egyarant, emellett
Osszehasonlitottuk azokat mind a kiilonb6z6 hematologiai malignus betegségekben, mind az
AML kiilonboz6 alcsoportjaiban, melyeket FAB altipus, illetve molekularis genetikai
eltérések szerint kiilonboztettliink meg. Az 6sszehasonlitd elemzés soran szamos statisztikailag

szignifikéns kiilonbség igazolodott (21. abra).
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21. abra: A vizsgalt mikro-RNS-ek és hiszton deacetilaz enzimek mRNS-szintii expresszios szintjének
osszehasonlitasa a teljes vizsgdlati anyagban (n=40), illetve az tjonnan diagnosztizalt AML-es betegek
csoportjaban (n=27) (Mann-Whitney teszt, *:p<0.05 **:p<0.01 ***:p<0.001)

Az onkogén miR-155 expresszios szintje a tumorszuppresszor miR-124 szintjénél

szignifikdnsan magasabbnak bizonyult a teljes vizsgalati anyagban (n=40), illetve az Gjonnan

diagnosztizalt AML-es betegek csoportjaban (n=27) egyarant (22. ébra).
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22. dabra: A miR-155 szintje a miR-124 expresszids szintjénél szignifikansan magasabb volt a teljes vizsgalati
anyagban (n=40) és az ujonnan diagnosztizalt AML-es betegek csoportjaban (n=27) egyarant (Mann-Whitney
teszt, *:p<0.05)
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A vizsgalt harom, szolid tumorokban Warburg effektussal 6sszefliggésbe hozott mikro-
RNS (miR-378*, miR-23b, miR-26a) koziil mind a teljes vizsgalati anyagban (n=40), mind az
ujonnan diagnosztizalt AML-es betegek csoportjdban (n=27) a miR-26a expresszids szintje

volt legmagasabb, melyet a miR-23b szintje kdvetett (23. abra).
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23. dbra: Warburg effektussal dsszefliggésbe hozott mikro-RNS-ek expresszids szintjének dsszehasonlitasa a
teljes vizsgalati anyagban (n=40) és az Gjonnan diagnosztizalt AML-es betegek csoportjaban (n=27) (Mann-
Whitney teszt, **:p<0.01 ***:p<0.001)

A hemopoetikus Ossejtek mieloid iranya differenciaciojanak szabalyozasaban fontos
szerepet betoltd 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 jonnan diagnosztizalt AML-es betegek csoportjaban (n=27)
egyarant (24. abra). A vizsgalt két hiszton deacetilaz enzim koziil a HDAC4 esetén a miR-
125b-nél alacsonyabb, a SIRT6 esetén pedig a miR-125b-nél magasabb mRNS-szintii
expresszids szintet észleltiink, mely megfigyelés szintén teljesiilt a teljes vizsgalati anyagban

(n=40) ¢és az Gjonnan diagnosztizalt AML-es betegek csoportjaban (n=27) egyarant (24. abra).
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24. dabra: A miR-125b expresszios szintjének dsszehasonlitasa a tobbi vizsgalt mikro-RNS és hiszton deacetilaz
enzim szintjével a teljes vizsgalati anyagban (n=40) és az ijonnan diagnosztizalt AML-es betegek csoportjaban
(n=27) (Mann-Whitney teszt, **:p<0.01 ***:p<0.001)
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A vizsgalt két hiszton deacetildz enzim koziil a SIRT6 mRNS-szintli expresszios szintje

mind a teljes vizsgalati anyagban (n=40), mind az Gjonnan diagnosztizalt AML-es betegek

csoportjaban (N=27) a HDAC4 szintjénél szignifikansan magasabbnak bizonyult (25. abra).
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25. dbra: A HDAC4 és a SIRT6 hiszton deacetilaz enzim MRNS-szintii expresszios szintjének 6sszehasonlitasa
a teljes vizsgalati anyagban (n=40) és az Gjonnan diagnosztizalt AML-es betegek csoportjaban (n=27) (Mann-

Whitney teszt, ***:p<0.001)

A vizsgalt mikro-RNS-ek ¢€s hiszton deacetilaz enzimek mRNS-szinti median

expresszids szintjének csokkend sorrendje a kiilonb6zé6 AML FAB altipusokban a

kovetkezoképpen alakult (26. abra):

miR-378*: MO > M4 > M5 > M3 > M2 > M6
miR-23b: M3 > M0 > M4 > M2 > M5 > M6
miR-26a: M0 > M3 > M2 > M4 > M5 > M6
miR-124: M6 > M5 > M4 > M0 > M2 > M3
miR-155: M0 > M4 > M3 > M2 > M5 > M6
miR-125b: M3 > M0 > M4 > M2 > M6 > M5
HDAC4: M0 > M2 > M5 > M4 >M3 > M6
SIRT6: M3 > M6 > M4 > M0 > M2 > M5.

Az AML-t6]l kiilonb6z6 hematoldogiai malignus betegségek esetén az egyes

betegcsoportokban észlelt median expresszios szintek csdkkend sorrendje az alabbi volt (26.

abra):

miR-378*: MPAL > HCL > MDS > HL > ALL
miR-23b: HCL > MPAL > MDS > ALL > HL
miR-26a: HCL > MPAL > MDS > HL > ALL
miR-124: ALL > HL > MPAL > MDS > HCL
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miR-155: MPAL > HCL > MDS > ALL > HL
miR-125b: MPAL > HCL > MDS > ALL > HL
HDAC4: MPAL > HCL > MDS > HL > ALL
SIRT6: HL > HCL > MDS >MPAL > ALL.

A vizsgalt harom, Warburg effektussal Osszefliggésbe hozott mikro-RNS (miR-378%*,
miR-23b, miR-26a) expresszids 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
mMiR-125b median expresszios szintje az M3-as altipusban (n=1) volt legmagasabb. Az M6-0s
altipus (n=1) esetén észleltiik a tumorszuppresszor miR-124 legmagasabb és az onkogén miR-
155 legalacsonyabb median expresszios szintjét.

Az AML-t6l kiilonb6z0 hematologiai malignus betegségeket tekintve a Warburg
effektussal Gsszefliggésbe 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 csontveldi infiltracioval tarsuldé Hodgkin
lymphoma (n=1) esetén lattuk. Mindkét vizsgalt hiszton deacetilaz enzim mRNS-szintll

median expresszios szintje ALL (n=2) esetén bizonyult a legalacsonyabbnak.
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26. dbra: A vizsgalt mikro-RNS-ek és hiszton deacetilaz enzimek median expresszios szintje az AML egyes
FAB altipusaiban, illetve az AML-t6l kiilonb6z6 hematoldgiai malignus betegségekben. Az abran narancssarga
szinnel tiintettiik fel az AML azon FAB altipusanak adatait, amelyiknél a legmagasabb median expresszios
szintet észleltiik (FAB MO0 AML n=3, FAB M2 AML n=7, FAB M3 AML n=1, FAB M4 AML n=5, FAB M5
AML n=5, FAB M6 AML n=1, ALL n=2, MPAL n=1, MDS n=4, HCL n=1, HL n=1)
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26. dbra, folytatds: A vizsgalt mikro-RNS-ek és hiszton deacetilaz enzimek median expresszios szintje az AML

egyes FAB altipusaiban, illetve az AML-t61 kiilonb6z6 hematologiai malignus betegségekben. Az abran
narancssarga szinnel tiintettiik fel az AML azon FAB altipusanak adatait, amelyiknél a legmagasabb median

:5,

3, FAB M2 AML n=7, FAB M3 AML n=1, FAB M4 AML n

expresszios szintet észleltiik (FAB MO AML n

1, ALL n=2, MPAL n=1, MDS n=4, HCL n=1, HL n=1)

=5, FAB M6 AML n=

FAB M5 AML n
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A mieloid iranyu differenciacio szabalyozasaért felelds miR-125b expresszios szintje az
NPMI mutaciét nem hordozd6 AML-es betegek csoportjdban (n=13) szignifikdnsan
magasabbnak bizonyult, mint az NPM1 mutaciot hordozok korében (n=6) (Mann-Whitney
teszt, p<0.05) (27. abra).
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27. abra: A miR-125b szintje szignifikdnsan magasabb volt az AML-es betegek NPM1 mutaciét nem hordozo
csoportjaban (n=13), mint a mutacidval rendelkezdék esetén (n=6) (Mann-Whitney teszt, *:p<0.05)

A tumorszuppresszor tulajdonsagii miR-124 esetén az Gjonnan diagnosztizalt AML-es
betegek FAB M5 altipusaban (n=5) szignifikdnsan magasabb expresszios szintet észleltiink,

mint a FAB M2 csoportban (n=7) (Mann-Whitney teszt, p<0.05) (28. abra).
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28. dbra: A miR-124 expresszios szintje szignifikinsan magasabbnak bizonyult az AML FAB M5 altipusa
esetén (n=>5), mint az M2-es csoportban (n=7) (Mann-Whitney teszt, *:p<0.05)
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8.7 Mikro-RNS-ek és hiszton deacetilaz enzimek expressziés szintjének

valtozasa FAB M5 altipusu AML Kkezelésének elsé négy hetében

Két, az AML FAB M5-6s csoportjaba tartozé beteg esetén (BMO006, BM026) a diagndzis

idején levett mintak mellett a fenti vizsgalatokat a kezelés megkezdését6l szamitott négy hét

mulva ismételten levett csontveld mintakon (BMO064, BMO055) is elvégeztiik. Ebben az
iddszakban az egyik beteg (BM006) redukalt, a masik (BM026) pedig teljes dézisu indukcios

kezelésben részesiilt, melyet citarabinnal és daunorubicinnel végeztek. Mind a Western blot

analizis, mind az RT-qPCR sordn valtozasokat észleltiink az expresszios szintekben, melyek

négy esetben voltak a két mintapar esetén megegyez6 iranyuak (29. abra).

Mindkét vizsgalt hiszton deacetildz enzim fehérjeszintli expresszids szintjében

csOkkenést észleltliink a diagnozis idejéhez képest, mig a SIRT6 mRNS-szintli expresszidja és

a miR-26a szintje novekedést mutatott.
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29. dbra: A diagnodzist kovetden négy héttel az AML FAB M5 csoportjaba tartozo két betegtdl ismételten levett
csontveld mintakon végzett vizsgalatok soran az expresszids szintek valtozasat észleltiik
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9. Megbeszélés

A hematologiai malignus betegségek kialakuldsanak hatterében a génexpresszios
mintdzatot meghatidrozo, genetikai és epigenetikai tényezdket egyarant magaba foglalo,
komplex szabalyozd halozat megvaltozott miikodése all. A sikeres kezelés esélyének novelése
érdekében nélkiilozhetelen ezen szabalyozé haldzat minél tobb elemének megismerése, azaz a
betegség patogenezisének lehetd legpontosabb ismerete. Az epigenetikai szabalyozas
kisiklasa és a metabolizmus jellegzetes megvaltozasa olyan, egymastol el nem valaszthato
etiologiai tényezdi a malignus betegségek, koztik a leukémidk kialakulasdnak, melyek
reverzibilitasuk révén igéretes terapias célpontokat jelentenek.

Munkank soran a 7. tablazatban feltiintetett vizsgalati panelben szerepldé hiszton
deacetilaz enzimek és mikro-RNS-ek expresszios szintjét vizsgaltuk hematologiai malignus
betegségekben, elsésorban akut mieloid leukémiaban szenveddé feln6tt 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, eltér6 kofaktor szerint
megkiilonboztetett csoportjaba tartozd enzimek szintjét még nem vetették Ossze [144]. A
NAD"-fiiggd, sirtuin tipusu hiszton deacetilazok koziil a SIRT6, mig a NAD'-fiiggetlen
HDAC enzimek koziil a HDAC4 fehérje- ¢s mRNS-szintli expresszios szintjét hataroztuk
meg az onkohematologiai felnétt betegek diagnozis idején levett csontveld mintaiban.

Jelen ismereteink szerint a hiszton deacetiliz enzimek koziil a Warburg effektus
ellensulyozasaban a szolid tumorokban tumorszuppresszor tulajdonsagunak tartott SIRT6 tolti
be a legjelentésebb szerepet [119, 126]. Gatolja a sejtek fokozott glikozfelvételét és a
glikolitikus enzimek overexpressziojat. Utdbbi hatds az enzim deacetilaz aktivitdsahoz kotott,
mivel a glikolitikus gének H3K9 ¢s H3K56 deacetilacioja révén meggatlodik azok HIF1a és
Cc-Myc altali transzkripcidja [36]. A teljesség kedvéért megemlitjikk, hogy egyéb sirtuinok
esetén is ismertek a Warburg effektust eldsegitd, illetve azt gatlo hatasok. A SIRT3 a PDH
enzimkomplex és az intracellularis ROS szintek szabalyozésa révén egyarant ellensulyozza a
Warburg-tipusu metabolizmust, azonban mig a SIRT4 gatolja, addig a SIRT3 elésegiti a
tumorsejtekre jellemzé fokozott glutaminolizist [36]. A NAD'-fiiggetlen HDAC enzimek
koziil akut leukémidkban a HDAC4-r6l all legtobb adat rendelkezésre. AML-ben igazolodott
a HDAC4 kolcsonhatasa az FLT3 jelatviteli utvonaldhoz tartozd6 PRL3 fehérjével, mig

gyermekkori ALL-ben a magas HDAC4 expresszios szint prednisonra adott kedvezotlen
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terapias valasszal és kedvezotlen prognozissal tarsul [54, 58]. A tobbi HDAC enzimhez
hasonloan mind a SIRT6, mind a HDAC4 potencialis onkogén, illetve tumorszuppresszor
szerepérol ellentmondésos adatokat kozoltek a szolid tumorok kiilonbdzd tipusaiban [126,
162-169]. Akut mieloid leukémiaban expresszios szintjiiket tudomasunk szerint ezidaig nem
tanulmanyoztak.

A HDAC4 ¢s a SIRT6 Western blot analizissel meghatarozott fehérjeszintli expresszios
szintje egyarant rendkiviil heterogénnek bizonyult (5. abra), melyeket Osszevetettiink
egymassal, tovabba a tarsulo citogenetikai és molekularis genetikai eltérésekkel is. A HDAC4
és SIRT6 enzim fehérjeszintli expresszids szintje kozott erds pozitiv korrelaciot igazoltunk
mind a teljes vizsgalati anyagban (n=45, r=0.722), mind az ujonnan diagnosztizalt AML-es
feln6tt betegek csoportjaban (n=32, r=0.794) (6. abra). Az erls pozitiv korrelacionak
megfelelden az egyes betegcsoportokban meghatdrozott median expresszids szintek sok
esetben mindkét enzimnél vagy a relative magas, vagy a relative alacsony kategoriaba estek.
A legmagasabb median HDAC4 és SIRT6 expresszios szintet egyarant az AML FAB M5
altipusaban, valamint az AML-t61 kiilonb6z6 betegcsoportok koziill ALL-ben tapasztaltuk (7.
abra).

A HDAC4 és SIRT6 fehérjeszintli expresszios szintje kozott a diagndzis idején levett
csontveld mintakban kimutatott szoros korrelacié igazolja a két enzim szinergisztikus szerepét
a feln6ttkori hematologiai malignus betegségek, és azon beliil az akut mieloid leukémia
patogenezise soran, valamint az irodalombdl ismert in vitro vizsgalatok eredményeivel
osszhangban utal a NAD'-fiiggd és NAD"-fiiggetlen HDAC enzimek egyidejii gatlasanak
sziikségességére leukémiaban. Az észlelt heterogén expresszios szintek alapjan vélhetden a
kombinalt gatlas antileukémias hatasanak erdssége eltérd lenne a hematologiai malignus
betegségek kiilonbozo tipusai esetén. A két enzim patogenezisben betoltott szinergisztikus
szerepe eredményeink szerint kiilondsen fontos az AML FAB M5 altipusaban.

A HDAC4 ¢és SIRT6 enzimek fehérjeszintli expresszios szintjét dsszehasonlitottuk az
ujonnan diagnosztizalt AML-es betegeknek a molekularis genetikai eltérések jelenléte, illetve
a korelézményben szerepldé MDS szerint megkiilonboztetett alcsoportjaiban is. MDS-bol
transzformalédott AML esetén a HDAC4 fehérjeszintli expresszids szintje szignifikdnsan
alacsonyabbnak bizonyult, mint megel6z6 MDS hianyaban (8. abra). Ezzel szemben a SIRT6
fehérje szintje éppen az MDS-bdl transzformaldédott AML-es betegek csoportjdban volt
magasabb, ugyanakkor ez utobbi kiilonbség statisztikailag nem volt szignifikans. FLT3-ITD
mutacio esetén mindkét fehérje expresszids szintje magasabbnak bizonyult, mint az AML-es

betegek FLT3-ITD eltérést nem hordozoé alcsoportjaban, mely kiilonbség szintén a HDAC4
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esetén volt szignifikans (9. abra). Ez utobbi megfigyelés alatamasztja a HDAC4 FLT3-ITD
mutacioval tarsuld AML-ben betoltott patogenetikai szerepét [54]. A HDAC4 és SIRT6
fehérjék expresszios szintje magasabb volt FLT3-TKD mutéacié hianyaban, mint az eltérést
hordoz6 AML-es betegek csoportjaban, tovabba mindkét fehérje szintje magasabbnak
bizonyult az NPM1 mutaciot hordoz6 AML-es betegekben, mint a mutacié hidnyaban,
azonban ezek a kiilonbségek statisztikailag nem voltak szignifikdnsak.

Fehérjeszinti vizsgalataink eredményei prognosztikai kovetkeztetések levonasara nem
alkalmasak, azonban a HDAC4 és SIRT6 enzimek expresszids szintjének heterogenitasa
felhivja a figyelmet a citogenetikai, molekularis genetikai, illetve epigenetikai eltérések
egylttes értekelésének jelentdségére. Hasonldan a molekuléris genetikai eltérések kiilonbozo
kombinacidinak ismerten eltéré progndzissal vald tarsulasahoz, egy-egy hiszton deacetilaz
enzim expresszids szintje a tarsuld eltérések fliggvényében kedvezéd vagy kedvezétlen
kimenetelt egyarant jelezhet. A ki{ilonb6z6 hiszton deacetilaiz enzimek valoszinlileg a
leukémia patogenezisének mas-mas szakaszan toltenek be jelentOsebb szerepet, attol is
figgden, hogy milyen kolcsonhatasban allnak a genetikai eltérések nyoman képzddd fuzios
onkoproteinekkel, illetve a mutaciok altal érintett fehérjékkel.

RNS-vizsgalataink soran a hematologiai malignus betegségekben szenveddé felnott
betegek diagnozis idején nyert csontvelé mintdiban a HDAC4 és SIRT6 hiszton deacetilaz
enzimek MRNS-szintli expresszios szintje mellett meghataroztuk a tumorszuppresszor miR-
124, az onkogén miR-155, a hemopoézis szabalyozasaért felelos miR-125b, illetve a szolid
tumorokban Warburg effektussal Osszefiiggésbe hozott miR-378%*, miR-23b és miR-26a
relativ expresszids szintjét.

Az elmult években tobb mikro-RNS szerepe is igazolodott egyes metabolikus enzimek
tumorspecifikus izoformainak szabalyozasaban. Az onkogén miR-155 indirekt modon
fokozza a hexokinaz HK II izoformajanak expresszidjat [122]. Ezzel szemben a
tumorszuppresszor miR-124 a PKM gén alternativ splicing-jat szabalyozza, meggatolva a
tumorspecifikus PKM2 izoforma kifejez6dését [122]. A sejtek gliikozfelvételéért felelds
GLUT fehérjék expresszios szintjének tumorsejtekre jellemzd megndvekedését szamos
mikro-RNS down-regulacioja elésegiti. A sejtekbdl laktatot kipumpald MCT1 transzportert
egyéb mikro-RNS-ek mellett a miR-124 is szabalyozza, melynek tumorokban jellemz6 down-
regulacidja az MCT1 expresszios szintjének megemelkedéséhez, és a sejtekben termel6dd
excessziv mennyiségll laktat exportjanak fokozddasahoz vezet [122]. A citratkdr enzimeinek

szabalyozasaért szintén feleldsek a mikro-RNS-ek. A PGCI1R elsd intronjaban kodolt miR-
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378* a PGC1R-val kolcsonhato ERRy és GABPA fehérjék gatlasa révén a citratkdri enzimek

expresszios szintjének csokkenését okozza [123]. AML-ben szenvedd betegekt6l szarmazo
granulocitakban igazoltak, hogy a miR-23b és a miR-26a a ROS scavenger peroxiredoxin 111
molekula up-regulacidjaval jarul hozza a Warburg effektushoz [129]. A piruvat dehidrogenaz
komplex X nevii komponensének (PDHX) szabalyozasa altal a miR-26a hozzajarul az acetil-
CoA mennyiségének daganatsejtekre jellemzd csokkenéséhez, valamint a piruvat és laktat
akkumulaciojahoz [160].

A malignus betegségek etiologiai faktorai kozotti kdlesonhatdsok sokszintiségét jelzi,
hogy a fehérjekodold onkogének €s tumorszuppresszor gének metabolizmusra kifejtett hatasa
sok esetben mikro-RNS-ek szabalyozasan keresztiil, indirekt moédon valosul meg [123]. A c-
Myc a glutamindz enzimet represszald miR-23a és miR-23b gitlasa révén segiti el a
malignusan transzformalodott sejtekben a fokozott glutaminolizist, mig az intenziv
glikolizishez az onkogén miR-17-92 klaszter aktivacidjaval jarul hozza [101, 122, 123]. Ezen
hatasokat a tumorszuppresszor p53 altal aktivalt, szintén tumorszuppresszor sajatsagi miR-34
csalad a c-Myc gatlasaval ellenstlyozza [123]. A Warburg effektus kialakulasaban szerepet
jatszd6 mikro-RNS-ek egy jelentdés hanyada a HIFla transzkripcids faktor altal szabalyozott
[101].

Vizsgaltuk, hogy a miR-378*, miR-23b és miR-26a expresszios szintje hogyan korrelal
egymassal, illetve a leukémia patogenezisében igazoltan fontos szerepet betdlté miR-124,
MiR-155 és miR-125b szintjével, a hematologiai malignus betegségek diagndzisanak idején
megallapitott klinikai adatokkal és a vizsgalt két hiszton deacetilaz enzim mRNS-szinti
expresszios szintjével.

A szolid tumorokban Warburg effektussal 6sszefliggésbe hozott miR-378*, miR-23b és
mMiR-26a expresszids szintje pozitivan korrelalt egymassal, az onkogén miR-155 és a
hemopoézist szabalyoz6 miR-125b szintjével, mig negativ korrelaciot igazoltunk a
tumorszuppresszor mMiR-124 expresszios szintjével (12-15. éabra). Mindez a leukémia
patogenezisében betoltott szerepiiket tamasztja ala. Eredményeink alapjan a miR-23b szolid
tumorokban észlelt metabolikus hatasai koziil hematologiai malignus betegségekben
vélhetden a Warburg effektust elésegitd, nem pedig az azt gatlo hatasa a jelentdsebb. A miR-
155 és miR-125b szintjével észlelt pozitiv, valamint a miR-124 szintjével kimutatott negativ
korrelaci6 alapjan a miR-378*, miR-23b ¢és miR-26a overexpresszidja feltehetden

kedvezdtlen prognozist jelez, ennek megerdsitésére azonban tovabbi vizsgalatok sziikségesek.
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Tisztazni sziikséges tovabba, hogy a leukémia patogenezisében betdltott szerepiikhdz a szolid
tumorokban megallapitott metabolikus hatasaik milyen mértékben jarulnak hozza.

A SIRT6 mRNS-szintli expresszios szintje negativan korrelalt a tumorszuppresszor miR-
124 szintjével, mig pozitiv korrelacid igazolddott a miR-26a expressziojaval (19. ébra).
Utobbi nagy valdsziniiséggel nem metabolikus hatdsok kovetkezménye, 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 korrelaciora
magyarazatul szolgaldo kozos vonas a hemopoézis soran Kiemelt jelentéségli TET2 enzim
szabalyozasa, mivel a SIRT6 és a miR-26a up-regulacidja egyarant a TET2 enzim gatlasat, és
a hemopoézis kovetkezményes megzavarasat eredményezi [86]. Eredményeink alapjan
hematologiai malignus betegségekben, és azon beliill akut mieloid leukémidban a SIRT6
metabolikus hatdsanal jelentdsebb a hemopoézisre a TET2 enzim szabalyozasa altal kifejtett
hatasa. A tumorszuppresszor miR-124 szintjével észlelt negativ korrelacié felveti a SIRT6
onkogén tulajdonsagat leukémidban, valamint a SIRT6 up-regulaciéjanak a betegség
kedvezOtlen kimenetelével vald tarsulasat, amit 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 egyes mikro-RNS-ekhez, példaul a miR-29 csaladhoz
hasonléan hematoldgiai malignus betegségekben a szolid tumorokkal Osszehasonlitva
ellentétes tumorszuppresszor vagy onkogén tulajdonsaggal rendelkezhetnek.

A HDAC4 mRNS-szintli expresszios szintje pozitivan korreladlt a vizsgalt harom,
Warburg effektussal 0sszefiiggésbe hozott mikro-RNS, az onkogén miR-155 és a mieloid
sejtek differenciaciojat szabalyoz6 miR-125b expressziojaval, mig negativ korrelaciot
észleltiink a tumorszuppresszor miR-124 szintjével (17-18. abra). Ez alapjan felvetédik a
HDACA4 felnéttkori AML-ben betoltott onkogén szerepe, és a magas HDAC4 szint tarsuldsa a
betegség kedvezbtlen kimenetelével, ami Osszhangban all a gyermekkori ALL-ben észlelt
megfigyelésekkel. Mindennek megerdsitésére a SIRT6-hoz hasonldan utankovetéses
tanulmanyok sziikségesek. Tisztazni sziikséges tovabba, hogy a HDAC4 hematologiai
malignus betegségek patogenezisében betdltott szerepéhez hozzédjarulnak-e, és ha igen milyen
mértékben, a Warburg effektust eldsegitd metabolikus hatasok.

Annak ellenére, hogy az irodalomban rendelkezésre all6 adatok alapjan az altalunk
vizsgalt két hiszton deacetildz enzim koziil a SIRT6 tolt be fontos szerepet a tumorsejtek
metabolizmusanak szabdlyozasaban, a hematoldgiai malignus betegségekben nyert

eredményeink arra utalnak, hogy éppen a HDAC4 patogenezisben betdltott szerepéhez
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valoszinlibb a Warburg effektussal 0sszefliggd metabolikus hatasok hozzajarulasa, mig a
SIRT6 esetén a hemopoézisre kifejtett hatas tlinik jelentésebbnek.

A vizsgalt gének expresszios szintjét 9sszehasonlitva az onkogén miR-155 szintje mind a
teljes vizsgalati anyagban, mind az ujonnan diagnosztizalt AML-es betegek csoportjaban
szignifikdnsan magasabbnak bizonyult a tumorszuppresszor miR-124 expresszios szintjénél,
ami a méréseink pontossagat tamasztja ala (22. abra).

A szolid tumorokban Warburg effektussal sszefiiggésbe 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 0j AML-es felnott betegek korében egyarant (23. abra). A miR-26a
expresszids szintje szignifikdnsan magasabbnak bizonyult a teljes vizsgalati anyagban az
onkogén miR-155 szintjénél, tovabba mind a teljes vizsgélati kérben, mind az Gjonnan
diagnosztizalt AML-es betegek csoportjaban a mieloid sejtek differenciacidjat szabalyozo
MIiR-125b expresszios szintjénél (24. abra). A mMiR-26a magas medidn expresszios szintjét
magyarazhatja, hogy mig a miR-125b a hemopoézis megzavarasaval, a miR-378* és miR-23b
pedig a szolid tumorokban nyert adatok alapjan feltehetéen a Warburg effektus eldsegitésével
jarul hozza a patogenezishez, addig a miR-26a a Warburg effektus elésegitése mellett a TET2
enzim szabalyozasan keresztiil a hemopoézis megzavardsa révén is hozzajarul a betegség
kialakulasahoz [86, 129, 160].

A két vizsgalt hiszton deacetilaz enzim koziil a SIRT6 mMRNS-szintli expresszios szintje a
HDAC4 szintjénél szignifikansan magasabbnak adodott a teljes vizsgalati korben, illetve az
ujonnan diagnosztizalt AML-es betegek csoportjdban egyarant (25. abra), a SIRT6 up-
regulaciojat CLL-ben pedig mar korabban igazoltak [55]. Mindezek alapjan a hematologiai
malignus betegségek patogenezisében a SIRT6 overexpresszidja vélhetben nagyobb
jelentdséggel bir, mint a HDAC4 up-regulacioja, melynek hatterében nem a metabolikus,
hanem a TET2 enzim szabalyozasa altal a hemopoézisre kifejtett hatasa allhat.

Az Ujonnan diagnosztizalt AML-es felnétt betegek csoportjan belill a kiilonbozd
molekularis genetikai eltérések, illetve FAB tipusok alapjan megkiilonboztetett alcsoportokat
Osszehasonlitva tobb vizsgalt gén esetén is statisztikailag szignifikdns kiilonbséget észleltiink
az expresszios szintekben.

A mIiR-125b expressziés szintje szignifikdnsan magasabbnak bizonyult az NPM1
mutacid hidnyaban, mint NPM1 mutiacioval tarsuldé AML esetén (27. abra), amely
megfigyelés arra utal, hogy a miR-125b overexpressziojanak a mieloid sejtek differenciaciojat
megzavard hatasa hozzajarulhat az NPM1 mutéciot nem hordoz6 AML-es betegek ismerten

kedvezdtlen progndzisahoz. Bar tudomasunk szerint epigenetikai tdmadéaspontt szert jelenleg
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profilaktikus célbol nem alkalmaznak, a mieloid sejtek differenciacidjara kifejtett gatld
hatasanal fogva, mielodiszplazias szindromaban logikusnak tiinik a miR-125b expresszios
szintjének profilaktikus csokkentése, az AML-be tOrténd transzformacio megeldzése
érdekében.

Az AML egyes FAB altipusait 6sszehasonlitva a miR-125b median expresszids szintje az
M3 alcsoportban volt legmagasabb, mig a masodik legmagasabb értéket a differencidlatlan
MO csoportban észleltiik, amely eredményeink alapjan a miR-125b-nek a hemopoetikus sejtek
legjelentdsebb. A miR-124 esetén szignifikansan magasabb expresszios szintet mértiink FAB
MS5 tipust AML-ben, mint a FAB M2 alcsoportban (28. abra). Erre magyarazatul szolgalhat,
ha a miR-124 tumorszuppresszor hatasa a magasabb expresszios szint ellenére is csak kevéssé
érvényesiil a FAB M5 csoportban, az AML M2 altipusdval 6sszehasonlitva. A vizsgalt harom,
Warburg effektussal Osszefiiggésbe hozott mikro-RNS kozil a miR-378* ¢és miR-26a
esetében a legmagasabb, mig a miR-23b esetén a masodik legmagasabb median expresszios
szintet lattuk az AML FAB MO alcsoportjaban, tovabba mindharom mikro-RNS median
expresszids szintje FAB M6 altipusi AML esetén bizonyult legalacsonyabbnak. Mindezek
alapjan vélhetéen az AML kiilonboz6 FAB tipusai koziil a szolid tumorokban Warburg
effektussal Osszefliggésbe hozott miR-378*, miR-23b és miR-26a Gsszességében 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 progndzisaval, az
M6-0s 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 6sszehasonlitasa sordn nyert, fentebb részletezett eredményekkel, a miR-124
median expresszios szintje a kedvezdbb prognoézisi FAB altipusokban jellemzden
alacsonyabb volt, mig a kedvez6tlen kimenetellel tarsuldo FAB csoportokban magasabbnak
bizonyult, ezért azt tartjuk valosziniinek, hogy a miR-124 tumorszuppresszor tulajdonsaga
részben a tarsuld citogenetikai eltérések fliggvényében érvényesiil nagyobb vagy kisebb
mértékben.

Az AML-t6]1 kiilonbozd hematologiai malignus betegségekben szenvedd felndtt
betegeknél észlelt expresszios szinteket egymassal dsszevetve a szolid tumorokban Warburg
effektussal Osszefliggésbe hozott, mindharom vizsgalt mikro-RNS els6é és masodik
legmagasabb median expresszids 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
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feltehetéen fontosabb szerepet tolt be, mint az MDS, az ALL, illetve a csontvel6i
infiltracidval tarsuld HL kialakulésa soran.

A miR-378*, mIiR-23b ¢és miR-26a hematologiai malignus betegségekben észlelt
heterogén expresszids szintje Osszhangban all azon irodalmi adatokkal, melyek szerint a
leukémia kiilonboz6 tipusaiban a jelentOs részben epigenetikai tényezok altal szabalyozott
Warburg effektus mas-mas eleme lehet hangsulyosabb [132, 136].

Tanulmanyoztuk, hogy milyen 6sszefliggés all fenn a hematologiai malignus betegségek
diagnozisanak idején megallapitott klinikai adatok, valamint a vizsgalt gének expresszios
szintje kozott. Vizsgalataink sordn a diagndzis idején megallapitott fehérvérsejtszdm
negativan korreldlt a HDAC4 mRNS, SIRT6 mRNS és miR-26a szintjével, mig pozitiv
korrelacio igazoldodott a tumorszuppresszor miR-124 expresszios szintjével (20. abra). Nem
észleltiik azonban az irodalomban korabban ko6zolt, a miR-155 és a diagnodzis idején
megallapitott fehérvérsejtszam kozott fennalld pozitiv korrelaciot [94]. Ennek oka lehet a
rendelkezésiinkre 4ll6 alacsony mintaszdm mellett a kisérletek soran alkalmazott eltérd
metodika is. A laboratériumi modszerek standardizacidja a jovOben sziikséges lenne, hiszen
ezaltal a kutatasi eredmények jobban Osszevethetéek lennének, és kevesebb ellentmondasos
eredmény sziiletne példaul a megvaltozott mikro-RNS expresszios szintek prognosztikai
vonatkozasait tekintve. A standardizacidohoz tartozna az egységes referenciagén alkalmazasa,
az RNS-izoladlas moddszerének, a primerek szekvenciajanak ¢és az RT-qPCR reakciok
hémérsékleti profiljanak egységesitése, illetve a kisérleti adatok ugyanazon modszer szerint
torténd kiértékelése.

Jelenleg nem ismert, hogy a betegség patogenezise soran a mikro-RNS-ek és hiszton
deacetilaz enzimek expresszios szintjének modosulasa vagy a fehérvérsejtszam valtozéasa
kovetkezik be hamarabb. Az epigenetikai valtozasok az eddigi irodalmi adatok szerint sokszor
a hematologiai malignus betegségek korai stddiumaban alakulnak ki, igy a megvaltozott
expresszids szintek potencidlisan a leukémia fokozott kockazatanak biomarkereiként lehetnek
alkalmazhatoak.

Ismert, hogy egyes konvencionalis kemoterapias szerek is indukalhatnak epigenetikai
valtozasokat. P¢ldaul a CML-ben alkalmazott imatinib terapia kovetkeztében szamos mikro-
RNS expresszids szintje, tovabba a DNS-metildcids mintdzat és a hisztonkod is igazoltan
modosul [81, 99, 170, 171]. Tudomasunk szerint az AML kezelése soran bekovetkezd
epigenetikai valtozasok ezidaig nem voltak ismertek. Vizsgalataink soran két FAB M5
altipust AML-es betegnél a diagnozis idején levett csontveld mintdk mellett a vizsgalati

panelben szereplé mikro-RNS-ek és hiszton deacetilaz enzimek expresszios szintjét a kezelés
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megkezdését négy héttel kovetéen ismételten levett mintakban is tanulmanyoztuk, és négy
esetben a két mintaparban megegyez6 tendenciat tapasztaltunk. A kezelés els6 négy hetében a
HDAC4 és a SIRT6 enzimek fehérjeszintli expresszios szintje egyarant csokkent, mig a
SIRT6 mRNS és a miR-26a szintje novekedett (29. abra). Az expresszios szintekben a kezelés
soran bekovetkezd valtozasok kimutatasanak talan legfontosabb potencidlis klinikai
alkalmazasat jelenti, hogy ezek altal elorejelezhetévé valhat a kezelés folytatasara adott
terapias valasz, hasonldoan az AML-ben nyert azon eredményekhez, melyek szerint a miR-29¢
diagnozis idején megallapitott expresszios Szintje igazoltan osszefligg az azacitidin kezelés
varhat6 eredményességével [102].

Az epigenetikai tamadaspontl szerek varhatéan a meglevd protokollok kiegészitéseként
fognak megjelenni, a betegek meghatarozott alcsoportjaiban, ezért a konvencionalis
kemoterapias szerekkel torténd kombinaciojuk gyakorlatilag elkeriilhetetlen. Mivel az
epigenetikai szabalyozast célzo szerek tilnyomo tobbsége a kromatinadllomany szerkezetének
modosulasahoz vezet, ezért alkalmazasuk megvaltoztathatja a konvencionalis kemoterapias
szerekkel, koztiik alkilald agensekkel és topoizomeraz gatlokkal szembeni érzékenységet, ez
pedig eldre nem lathatdé mellékhatdsokat eredményezhet. A terapids hatékonysag novelése
érdekében az 1) kombinaciok bevezetésére torekedniink kell, ugyanakkor ezek alkalmazasa
fokozott dvatossagot igényel.

Az elvégzett vizsgalatok korlatai kozott megemlitjiik, hogy az etikai engedély nem tette
lehetové egészséges donoroktdl szarmazd csontveld mintdk levételét. A mintagyiijtés
idészaka alatt két betegtdl tudtunk elegendd mennyiségli, nem infiltralt csontveld mintat
nyerni, akiknél myeloid sarcoma, illetve tiid6 adenocarcinoma igazolddott. Szerencsésebb lett
volna malignus alapbetegségben nem szenvedd, példaul idiopathias trombocytopenids
purpuras (ITP) betegektdl mintat nyerniink kontroll vizsgéalatok céljara, azonban a
mintagyljtési idészakban erre nem volt technikai lehetdség. Néhany beteg esetén a
citogenetikai és molekuldris genetikai eltérések, az AML FAB altipusa vagy a csontveldben
jelenlévd blasztok szazalékos aranya ismeretlen volt. Az AML egyes FAB altipusaiba kiilon-
kiilon kevés (n=1-9) beteg tartozott, ami feltehetden hozzajarult ahhoz, hogy az egyes FAB
csoportok kozott csak kisszamu szignifikdns eltérés igazolddott az expresszids szintekben.
Tekintettel a blasztsejtek nagyaranyu eléfordulasara a csontvel6ben (median: 79.5% AML-
ben), a mintakbol a blasztokat nem izolaltuk, hanem minden esetben a frakcionalatlan
mintékat készitettiikk el Western blot analizishez és RNS-izoldlashoz. A blaszt populacio
elkiilonitése a kezelés soran bekovetkezd génexpresszios valtozasok pontos elemzéséhez

sziikséges lett volna, azonban itt nem a valtozdsok pontos meghatarozasara torekedtiink,
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hanem arra, hogy felhivjuk a figyelmet ezek klinikai jelentdségére. A Western blot analizis
sordn nem minden minta vizsgalata esetén alkalmaztuk ugyanazt a belsé kontrollt, azonban
egy adott minta esetén a vizsgalt fehérjék expresszids szintjét mindig egyazon kontrollra
normalizaltuk, igy az eredmények Osszevethetéek voltak. Mivel munkénk célja elsGsorban
nem prognosztikai kovetkeztetések levonasa volt, igy prospektiv vizsgalatot nem végeztiink,
¢s tulélési gorbét nem készitettiink.

Munkank soran nem prognosztikai, hanem elsdsorban a patogenezist érintd
kovetkeztetések levonasara torekedtiink. Elséként vizsgaltunk és igazoltunk NAD-fiiggd és
NAD"-fiiggetlen hiszton deacetiliz enzimek fehérjeszintli expresszids szintje kozotti
korrelaciot hematologiai malignus betegségekben. Eredményeink alatamasztjak a Warburg
effektussal szolid tumorokban Gsszefliggésbe hozott mikro-RNS-ek patogenetikai szerepét
ezen betegségcsoportban. Vizsgalataink felvetik mind a SIRT6, mind a HDAC4 onkogén
szerepét felndttkori akut mieloid leukémiaban. Az AML egyes alcsoportjai kozott tobb
esetben is szignifikans kiilonbségeket igazoltunk a vizsgalt gének expresszids szintjében. Uj
megfigyeléseket tettiink az epigenetikai eltérések €s klinikai adatok kozotti 0sszefliggések
vizsgalata, valamint a konvencionalis kemoterapias kezelés kovetkeztében kialakulod
epigenetikai valtozasok tanulmanyozésa soran.

A jovoben nélkiilozhetetlen az epigenetikai eltérések ¢és a hematologiai malignus
betegségek kimenetele kozotti osszefliggések megallapitasara iranyuld prospektiv vizsgalatok
végzése mellett a kiilonbozo6 citogenetikai, molekularis genetikai, epigenetikai és metabolikus
eltérések egyiittes értékelése, amely altal lehetové valhat egy a jelenleginél arnyaltabb
prognosztikai rendszer kidolgozéasa. Tekintettel arra, hogy az eddigi adatok alapjan a
reverzibilis epigenetikai €s metabolikus valtozasok a betegség patogenezise soran jellemzden
hamar kialakulnak, ezek mielébbi felismerésének jelentésége kulcsfontossagii. Az egyénre
szabott, epigenetikai és metabolikus tamadaspontu szereket egyarant magaban foglald terapia
lehetd legkorabbi stddiumban torténd megkezdése eldsegiti mind a talélési aranynak, mind a

tulélok életmindségének a javulasat.
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10. F6bb uj tudomanyos eredmények

(1) Erés pozitiv korrelaciot igazoltunk a SIRT6 és a HDAC4 hiszton deacetilaz
enzim fehérjeszintli expressziés szintje kozott, mellyel els6ként bizonyitottunk
pozitiv osszefiiggést NAD'-fiiggé és NAD'-fiiggetlen hiszton deacetiliz enzimek

expresszidja kozott hematologiai malignus betegségekben.

(2) Erés pozitiv korrelaciot 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
irodalombo6l jol ismert tumorszuppresszor, onkogén, illetve a hemopoézis

szabalyozasaért felelos mikro-RNS-ek szintjével.

(3) A hemopoézis epigenetikai szabalyozasaért felelés TET2 enzimet szabalyozo
SIRT6 hiszton deacetilaz enzim MRNS-szintii expresszids szintje pozitivan korrelalt

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

(4) A HDAC4 hiszton deacetiliz enzim mRNS-szintli expresszios szintje Sz0oros
korrelaciot mutatott a leukémia patogenezisében igazoltan szerepet jatszo,
tumorszuppresszor, onkogén, illetve a hemopoézis szabalyozasaért felelos mikro-

RNS-ek expresszids 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 expresszids szintje szignifikansan magasabbnak
bizonyult a nem mielodiszplazids szindromabol transzformalodott akut mieloid
leukémidban szenvedd betegek csoportjdban, mint mielodiszpladzids szindromabol
tortént transzformacio esetén.
(5/2) A HDAC4 fehérjeszintli expresszids szintje szignifikdnsan magasabb volt az
FLT3-ITD mutaciot hordozé akut mieloid leukémiéds betegek csoportjaban, mint
ezen mutacid hianyaban.
(5/3) Az akut mieloid leukémids betegek NPM1 mutécidét nem hordozé csoportjaban
a miR-125b szignifikansan magasabb expresszids szintjét észleltiik, mint az NPM1

mutaciot hordozok korében.
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(5/4) A tumorszuppresszor miR-124 expresszios szintje szignifikansan magasabbnak

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

(6) A hematolégiai malignus betegségek diagnozisanak idején megallapitott
fehérvérsejtszam negativan korrelalt a HDAC4 mRNS, a SIRT6 mRNS, illetve a
MiR-26a expresszios szintjével, mig a miR-124 szintjével pozitiv korrelacio

igazolodott.
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14. Onallé6 munka jegyzéke

Munkam sordn minden vizsgalati 1épést 6nalldoan végeztem el, valamennyi betegminta esetén.
Az egyes munkafolyamatok az alabbiak voltak:

-a vizsgalati panel és a kutatasi terv 0sszeallitasa

-az etikai engedély tervezetének elkészitése

-a betegek klinikai adatainak 6sszegyiijtése

-a csontveld mintak elokészitése Western blot analizishez és RNS-izolalashoz
-az alkalmazott primerek szekvencidjanak megtervezése

-Western blot analizis

-denzitometria

-RNS-izolalas

-reverz transzkripcié €s kvantitativ polimeraz lancreakcio

-a qPCR adatok kiértékelése

-statisztikai analizis

-a disszertacio alapjaul szolgald kozlemények teljes terjedelmének megirasa
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15. Koszonetnyilvanitas

Ko6szonom témavezetémnek, Prof. Dr. Csernoch Laszlo Intézetigazgatd, Rektorhelyettes
Urnak, hogy a kutatomunkahoz sziikséges feltételeket szamomra biztositotta.

Ko6szonom Prof. Dr. Balla Gyorgy Intézetigazgatod, Akadémikus Urnak a disszertacio
megirasahoz nyujtott hasznos tanacsokat, tovabba hogy a PhD képzést levelezd tagozaton, a
Gyermekklinika kozosségéhez tartozva, csecsemd- és gyermekgyogyasz kozponti
gyakornokként fejezhettem be.

Koszonom Dr. Rejté Laszl6 Tanar urnak, hogy a kisérletek elvégzéséhez
nélkiilozhetetlen betegmintdkat a kutatomunka kezdetétdl fogva rendelkezésemre bocsatotta.

Ko6szonom Prof. Dr. Olah Eva és Prof. Dr. Erdédi Ferenc professzoroknak, valamint Dr.
Balint Balint Laszl6 Adjunktus Urnak, hogy volt tudoméanyos didkkori témavezetdimként
tamogattak a hallgatoként megkezdett kutatbmunka soran, és a kisérletek elvégzéséhez
sziikséges laboratoriumi hatteret az Orvosi Vegytani Intézetben és a Biokémiai €s Molekularis
Biologiai Intézet Klinikai Genomikai és Személyre Szabott Orvoslasi Kozpontjaban
szamomra biztositottak.

K6sz6n6m az Orvosi Vegytani Intézet Jelatviteli Laboratorium, valamint a Biokémiai és
Molekularis Biologiai Intézet Klinikai Genomikai és Személyre Szabott Orvoslasi Kézpont
jelenlegi és volt munkatarsainak, legfoképpen Dedinszki Doranak és Kerekes Tamasnak,
hogy a kutatomunkdm soran alkalmazott molekularis biologiai modszerek elsajatitasaban

Onzetlentil a segitségemre voltak.
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