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1. Roviditések jegyzéke

3’ UTR: 3’ untranslated region

ABC: ATP binding cassette

ADAZ2B: transcriptional adaptor 2B

AP-1: transcription factor AP-1

APE-1: apurinic/apyrimidinic endonuclease 1
ATAC: Ada-Two-A containing

CBP: cAMP response element binding protein
cFOS: FBJ murine osteosarcoma viral oncogene hanolo
ChIP: chromatin immunoprecipitation

Ct: threshold cycle

EGR-1: early growth response protein 1

GAPDH: glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
GCNS5: general control nonderepressible 5

GNAT: GCNb5-related N-acetyltransferases

HAT: histone acetyltransferase

HATI II: histone acetyltransferase inhibitor I
HDAC: histone deacetylase

HDACI: histone deacetylase inhibitor

KAT: K(lysine) acetyltransferase

MCF7: huméan emkarcinoma sejtvonal

MDR1: multidrug resistance 1

MEF1: MDR1 promoter-enhanching factor 1

MLL: myeloid/lymphoid or mixed-lineage leukemia
MRP1: multidrug resistance associated protein 1
MTT: thiazolyl blue tetrazolium bromide

MYST: MOZ/Ybf2/Sas3, Sas2 and Tip60

NF-Y: nuclear transcription factor Y

NF- B: nuclear factor kappa beta

p300: E1A binding protein p300

p53: tumor protein p53

PCAF: p300/CBP associated factor

PgP P-glycoprotein

PHD: plant homeodomain

Pol II: RNA polymerase Il

QPCR: quantitative PCR

RPIB9: Rap2 interacting protein 9

RT-QPCR: reverse transcription- quantitative PCR
SAGA: Spt-Ada-GCN5 containing acetyltransferase
SiRNS: kis gatlo (small inhibitory/ interfering) RN



SIRT silent mating type information regulation 2¢&evisiae, homolog
TSA: trichostatin A

U20S: human oszteoszarkdma sejtvonal

UPS: upstream promoter

WTH3: RAB6C, member RAS oncogene family gén altéveaneve
YB-1: Y box binding protein 1

Y-box: forditott CCAAT promoéter elem



2. Bevezetés
2.1. Az epigenetika és a transzkripcié kapcsolata

2.1.1. A kromatin dsszetétele

A kromatin olyan dinamikus makromolekularis komplexnelyet DNS, hiszton és
nem-hiszton fehérjék, valamint RNS épitenek fehfione 2002; Nagy and Tora 2007).
Ismétl d alapegysége a nukleoszoma, amelyet két H2A-H28dnskbdl allo dimer és a
H3-H4 hisztonok tetramerje alkot. A nukleoszomaék@n6 bp-os DNS darab tekeredik
fel. A nukleoszémak kozotti variabilis mérelinker DNS szakaszokat, melyek atlagos
hosszusadga 35 bp, elektrosztatikusan a H1 hiszeénlegesiti, ezzel hozzgjarul a
magasabb rendkromatin strukturak kialakulasashoz. (Woodcock @mbsh 2010)

A kromatin epigenetikai modositasai olyan szerkdexdéltozdsok, amelyek a
megvaltozott génnkddést rogzithetik és a sejtosztédas soran ordkdtlenélkil, hogy a
DNS szekvencidja megvaltozna (Bird 2007). Az epagdai informacié tobbek kozott a
citozin bazisok és a kromatint felépitiszton fehérjék kémiai modositasaiként tarolodik
(Bernstein, Meissner et al. 2007). Ezek a kématozdbok modositjak a kromatin
szerkezetét, igy a DNS-hez valo hozzaférést befoljgk. Emellett a kromatin szerkezet
megvaltozik a nem-koédolé RNS-ek kromatinhoz kapadésa, hiszton variansok
nukleoszomakba épitése, valamint nukleoszomak ATBg f kromatin &atrendez
(remodelling) komplexek segitségével tortegimozditasa réven is (Racki and Narlikar
2008; Zhou, Hu et al. 2008; Loyola and Almouzni 2P0

2.1.2 DNS metilacio

Eukaridta sejtekben a DNS metilacié kdzponti szetr¢qitszik a génrepresszié és a
genom szervezlésének, stabilithsanak szabalyozasaban (KapodysAegt al. 2005).
Gerincesekben a DNS metildlédasa szinte kizarél@dg@ dinukleotidok citozin bazisanak
Cs-0s pozicidban lév szénatomjan torténik (Bernstein, Meissner et @072. A magas
(G+C) aranyu és CpG dinukleotid tartalmi ugyneve@gtG-szigetek megtalalhatéak a
human gének 60 %-nak promoter régidjaban , illgpdent s részik repetitiv elemeken

belul helyezkedik el. A promoéterekben talalhatd CggByetek tobbnyire nem metilaltak,



mig a repetitiv elemekben |é«e jellemz ez a modositas. A metilalt citozin bazis az
alapjan vesz részt a génrepresszio, X kromoszoaidividcidé és szamos egyéb folyamat
szabalyozasaban, hogy skqiti vagy gatolja specifikus szabalyozo fehékjgkt déesét. A
metilacié kialakitasaért és fenntartasaért faleimetiltranszferazok jol ismertek. A
sejtosztdédas soran Orokik a kialakult DNS metilacios mintazat, melynelagh a
hemimetildlt CpG  dinukleotidokra  specifikus Dnmtl etiftranszferdz. A
sejtdifferencialdodas soran j0l szabalyozott, akiémnetilacio figyelhet meg, amely egyutt
jar aktiv génatirasra jellemzhiszton modositasok megjelenésével (Klug, Heinalet
2010), ugyanakkor aktiv DNS demetilaciét DNS baxkgizids repair mechanizmussal
végz enzimeket csak nemrégiben irtak le névényi (Kapdgius et al. 2005) és end
sejtekben (Hajkova, Jeffries et al. 2010).

2.1.3 Poszttranszlacioés hiszton moédositasok

A globuléris hiszton fehérjék poszttranszlacids osithsainak legnagyobb része a
is neveznek. A H2A, H2B, H3 és H4 hisztonok tulrdytdrki régidjanak tébb mint hatvan
kilonbdz aminosav oldallancan johet Iétre a kdvetkédenc ismert poszttranszlacios
modositas: acetilacio, metilacio, foszforilacio, ikwfitinacio, szumoilacio, ADP-
ribozilacié, deiminacié, prolin izomerizacié és tidlacio (Filenko, Kolar et al.;
Kouzarides 2007). Ezek a poszttranszlaciés médmdithemcsak a genom eukromatin és
heterokromatin egységekre tagolasahoz jarulnak&)dmmem szerepet jatszanak a DNS
alapu folyamatok, igy a transzkripcio, a DNS-jasjta replikacié szabalyozasaban is
(Kouzarides 2007). Ezen lokalis vagy genomi szint veletek soran egyarant sziikséges a
DNS kicsomagolédasa, majd az azzal val6 manipulatdd a helyes kromatinstruktira
visszaallitasa.

A hiszton modositasok dinamikus rendszerében aztil&amé, metilacio,
foszforilacio és a deiminécié adott stimulusra pken bellil megjelenhet a kromatinban.
Ezek reverzibilitdsat specifikus enzimek biztogitf&hi and Whetstine 2007; Kouzarides
2007). A hiszton moédositasok egy része oOrdil a sejtosztédasok soran (Bernstein,
Meissner et al. 2007). A testvérkromatidak kézéttdom modon szegregalnak a kulonféle

modositasokat hordozo6 hiszton fehérjék, majd akdrdisztonok irdnyitjak az Gjonnan



szintetizalt hisztonok eredetivel megegyanodifikicids allapotdnak létrejottét. Ennek
alapja, hogy a hiszton modositasokat katalizalGnekamplexek a specifikus modositast
létrehozni és kotni is képesek. Azok a hiszton nsitdsok, amelyek kiterjedt genomi
régiokra (Un. kromatin domének) jellenek, kisebb valdszirséggel vesznek el a
sejtosztddas soran. Ez lehet az alapja annak gereggikus memorianak, amely mezj a
sejtdifferencialddas soran kritikus (lineage sperifjének represszidjat vagy fenntartja
expressziojukat.

A poszttranszlacios modositasok hatasukat kéhéchanizmus révén fejthetik ki.
Egyrészt megvaltoztatjak a szomszédos nukleosz&dwéitti hiszton kapcsolatokat illetve
a hiszton-DNS kapcsolatot, ezzel modositjdk a kitonmszerkezetét. A legismertebb ilyen
irAnyu valtozas a hiszton acetilacio, amely fetjaza kromatint azaltal, hogy semlegesiti a
hiszton fehérjék N-terminalisan lévbazikus lizin aminosavakat. Masrészt a hiszton
modositasok ekegithetik vagy gatolhatjdk a transzkripcié szab#éhgaban résztvev
fehérjék kromatinhoz kotését, melyek enzimaktivitAsuk révén tovabbi kramat
modositasokat katalizalhatnak. A fehérjék a moédisktiszton oldallancokhoz specifikus
domeének segitségével kdnhek, igy az acetil lizint a bromodomén, a metiini a chromo-
és a PHD domének, a foszforilaciét a 14-3-3 fetlkédgménijai ismerik fel. A hiszton kod
hipotézis szerint az egyes hiszton maodositasok kuimlbja alakitia ki a tovabbi
szabalyoz6 faktorok altal leolvasott fellletet &btrand Allis 2000). A hiszton kéd mai
értelmezése alapjan az egyes modositasok meghattafoakciot tbltenek be a DNS-t
hasznal6 bioldgiai folyamatokban, amelyet azonbas modositasok befolyasolhatnak. A
hipotézist bizonyitva, egyre tobb Kkisérletes adattatjp, hogy specifikus hiszton
modositasok kombinacidja szikséges a kulénbdaomatin alapu folyamatok
szabalyozasahoz (Schreiber and Bernstein 2002;dnles 2007).

2.1.4. A transzkripci6é epigenetikus szabéalyozéasa

Az eukaridta transzkripcioé szigoruan szabalyozaiklépéses folyamat; az mRNS-
eket kodol6 gének atirdsat végRNS polimeraz Il mkodéséhez szadmos transzkripcios
aktivator, koaktivator és altalanos transzkripdiéistor szilkséges (Nagy and Tora 2007).
A transzkripcios koaktivatorok egy része a szekisapecifikus aktivatorokat kapcsolja az

altalanos transzkripcios apparatushoz. Masik csppormelybe kromatin atrendezés



mobdositd enzimek tartoznak, a génkife@@shez sziikséges kromatin szerkezetet alakitja
Ki.

Altalanosan transzkripcios koaktivator szerepe ‘aarhisztonok acetilacios és
foszforilacios modositasat katalizalo enzimeknekzamoilacio, a deiminacio és a prolin
izomeriz&acié represszalé hatasu; az ubikvitinagbaémetilacié funkcidja a modositas
helyének fliggvénye (Kouzarides 2007; Shi and Wimets2007). Részletesen a hisztonok
poszttranszlacios metilaciéja és acetilaciéja tewdulyozott. A fehérjék lizin
aminosavjaihoz kapcsolodhat mono-, di-, vagy trimesoport, az arginin lehet
monometilalt, és szimmetrikusan vagy asszimmetakudimetilalt, mig az acetilacio csak
lizin aminosavakon torténik. Az egyes acetil lidnenennyisége tdbbnyire pozitivan
korrelal a génexpresszioval (Wang, Zang et al. 2008 Yu et al. 2011), azonban egyes
géncsoportok esetében specifikus acetil lizin miidesk mennyisége represszalt
allapotban emelkedik meg (Zsindely, Pankotai e2@09; Gatta and Mantovani). Ismert,
hogy egyes acetil lizin médositasok a transzkripatart helyre jellemzk, mig masok a
promoter mellett a gén kodol6 régidjaban is mettatdak. Amig a hiszton H3 9- és 27-
es, illetve a hiszton H4 20-as pozicidban léizinjeinek (K) di-és/vagy trimetilacidja
(H3K9me2, H3K9me3, H3K27me2, H4K20me3) represszjék addig az egyéb
metilacios modositasok a génaktivacidval korrelélfVdang, Zang et al. 2008).

39 acetilaciés és metilacios hiszton modositas merszint eloszlasat human
CD4+ T-sejtekben vizsgalva azt talaltak, hogy anpdter és enhancer régiok jellegzetes
hiszton mddositasi mintazattal rendelkeznek (Watang et al. 2008). Szamos magas
expresszids szintgén promoéter kromatinjaban jelen van egy 17 hisatddositasbol
illetve hiszton variansbdl allé6 modul, azaz a kéeet modositasok nagy valészseggel
egyuttesen fordulnak el a transzkripcids iniciacidés régioban: H2A.Z, H2BiS
H2BK12ac, H2BK20ac, H2BK120ac, H3K4ac, H3K4mel, HB3h3, H3K9ac,
H3K9mel, H3K18ac, H3K27ac, H3K36ac, H4K5ac, H4K8d4K91ac. Ez a modositasi
mintazat megtalalhaté a human gének 25%-anak peyglign. Ez a medfigyelés
alatamasztja a hiszton kod hipotézist és arra htaly a hiszton modositasok kooperativ

egyuttm kddése szikséges a transzkripcidosan aktiv krorkiaiakitasahoz.



2.1.5 A hiszton acetilacié szabalyozasa

A kromatin hiszton acetilacios allapotat két, eggsad ellentétesen hato
enzimcsoport szabalyozza (Wang, Zang et al. 200%)jszton acetiltranszferaz (HAT) és
hiszton deacetilaz (HDAC) enzimek Kkatalizaljdk azetd csoportok target lizin

aminosavakhoz val6 kotését, ill. az onnan valéthsat.

2.1.5.1 Hiszton acetiltranszferdzok

A hiszton acetiltranszferazok az acetil-koenzim diaktor felhasznalasaval a lizin
aminosav e-amino-csoportjahoz koétik az acetil csoportot. Asztdn acetiltranszferaz
enzimeket 6t csaladba soroltak (Nagy and Tora 20&gy, Riss et al. 2010), melyek
kozul a részletesebben tanulmanyozottak: GNAT (G@Ndted N-acetyltransferases),
MYST (MOZ/Ybf2/Sas3, Sas2 and Tip60) és p300/CB&adok. Emellett ismertek HAT
aktivitasu fehérjék az altalanos transzkripciésdadk és a magi receptorok kozott is.

Kisérleteinkben a GNAT és p300/CBP enzimcsaladogjataak specifikus
transzkripcié szabalyoz6 szerepét vizsgaltuk. Azkéint leirt hiszton acetiltranszferdz a
GCN5 (general control nonderepressible 5), melyaskk gerincesekben &brduld
homolégja a PCAF (p300/CBP associated factor) (Nagy Tora 2007). A GCN5 és a
PCAF m kodésukben részlegesen atfednek, azonban kulonbderepet tdltenek be
példaul az egér embriondlis fajlésben. Mig a folyamatban a GCN5 esszencidlisgaaldi
PCAF hianydban normal fenotipusu egerek tejek ki. A PCAF delécidja csirke
sejtvonalban nem befolyasolta a sejtosztédast,bmroma GCN5S hianya késleltette azt. A
tobbsejt eukaridta organizmusokban kifejez p300 és CBP (CAMP response element
binding protein (CREB) binding protein) fehérjékirggén nagymeérték homoldgiat
mutatnak, de funkciondlisan nem teljesen redundéfigar, Ozdag et al. 2004; Kalkhoven
2004).

Szemben a specifikus szubsztrattal rendelkbiszton metiltranszferazokkal, a
hiszton acetiltranszferdzok tobb target aminosadoniiasara képesek (Kouzarides 2007).
A huméan rekombinans p300/CBP enzimekvitro a DNS-sel fedett mononukleoszémét
felépit hiszton fehérjék kovetkezlizinjeinek acetilaciojara képesek: H2AK5, H2BKS5,
H2BK12, H2BK15, H2BK20, H3K14, H3K18, H4K5, H4K8,4K12 (Schiltz, Mizzen et
al. 1999).In vitro a human PCAF/GCN5 a H3K9, H3K14, H4K5, H4K12 éXKHé-0s



pozicidban lév acetil lizinek létrejottét katalizaljdk a hisztdndN-termindlis régiojan.
(Anamika, Krebs et al. 2010l vivo egér embrionalis fibroblasztokban a GCN5 vagy a
PCAF hianyadban a specifikus acetil lizinek glob&ntjeben jelens valtozas nem
mutathat6é ki, ami a homolég HAT-ok redundanciajatal (Jin, Yu et al. 2011). Ezzel
szemben a kets mutdns sejtekben jelesen lecsokkent az acetil H3K9 maodositas
mennyisége. A GCN5/PCAF enzimekhez hasonléan, @ pdfy a CBP hianyanak nincs
jelent s hatasa a globalis hiszton acetilaciora, mig &f3BP ketts delécioja azt mutatja,
hogy ezek a HAT-ok a vizsgalt sejtekben specifikuga H3K18 és H3K27 lizinek
acetilaciéjdhoz szikségesek.

A hiszton acetiltranszferdzok amellett, hogy trémigzids koaktivatorként hiszton
modositasokat végeznek, nem-hiszton szubsztraielkatetilalnak, ezzel azok aktivitasat
és stabilitasat szabalyozva. A kromatin modositdireeknek ez a késbiekben leirt
aktivitasa 0OsztonOzte a kutatékat egy U0j nomenkdatleirasara, amelyben lizin
acetiltranszferdz (KAT) néven soroltdk be tobbekdtt a GCN5 (KAT2A), PCAF
(KAT2B), p300 (KAT3A) és CBP (KAT3B) enzimeket (Adl Berger et al. 2007).

Mig a CBP és p300 enzimek monomerként, addig a G@bkl5a PCAF az
élesztkt | az emberig konzervalt hiszton acetiltranszferd@mpglexekben mkodnek. A
SAGA (Spt-Ada-GCN5 containing acetyltransferase)Ad®\C (Ada-Two-A containing)
komplexek tagjai a katalitikus alegység kiidését befolyasoljak és kdlcsénhaté fellletet
alakithatnak ki a kulénb6z szignalutvonalakban szereplkranszkripcios aktivatorok
részére (Nagy, Riss et al. 2010). A 2 MDa molekutegg human SAGA (korabbi nevén
TFTC/STAGA/PCAF komplex) és a 700 kDa molekulatomegrAC komplexek alap
m kodeési egysegenek felépitése hasonld (Nagy, Riak 2009). Az ATAC és a SAGA
katalitikus alegysége a GCN5 vagy a PCAF; emefiatidkét komplex tartalmazza az
ADAZ3 és SGF29 fehérjéket, valamint a SAGA esetaéeADA2B, az ATAC esetében az
ADA2A alegységeket. Human sejtvonalban vizsgalvakdd képes ATAC vagy SAGA
komplexek hianyaban egyarant globalisan lecsokkéiB8lid9, H3K14 lizinek acetilaciés
szintje. A komplexek hasonlé katalitikus aktivitasgllenére eltér target gének
szabalyozasaban vesznek részt (Nagy, Riss et a0).20z ATAC nélkil6zhetetlen az
azonnali korai gének (pl. c-FOS, EGR-1, FRA-1) pdtenében a helyes H3 acetilacids

mintazat fenntartasahoz, nem indukalt és stresszalikkorilmeények kozoétt is. Az UV



indukalta gének (Gamper, Kim et al. 2009) és anpladmatikus stressz aktivalta gének
promoterében a SAGA mutathatdo ki (Nagy, Riss et 28109). A specifikus HAT
komplexek meghatarozott gének promoteréhez val@dapdasaban kdzponti szerepe
lehet a szekvenciaspecifikus transzkripcidos akbraknak (1. abra) (Nagy, Riss et al.
2009).

A HAT-ok el forduldsa kilénbdz génrégidkra jellemz A p300 és CBP
a GCN5 mas acetiltranszferazokkal egyitt a szabhétyogének promotere mellett az
atirédo régiéban is jelen van (Cho, Orphanides|etl@98; Wang, Zang et al. 2009;
Johnsson and Wright 2010). Ezek az adatok arraakahogy a p300 és CBP fehérjék a
transzkripcid iniciacidjadban, a PCAF és a GCN5 dstieh génatiras elongacidjaban is
szabalyoz6 szerepet jatszanbkyvitro transzkripcios kisérletekben bizonyitottak, hogy a
RNS polimeraz Il elongaciéjahoz hozzajarul az RS©ntodomén tartalmiu ATPaz,
melynek mkodését elsegiti a SAGA és NuA4 HAT komplexek jelenléte (Gaie et al.
2006). Az ujabb eredmények kiemelik a SAGA kompdeetilacios katalitikus aktivitasa
mellett hiszton deubikvitindz aktivitdsanak szeteg elongacio és ezzel egyideg az
atircdd mRNS sejtmagbdl valé transzportjanak syakadkaban (Rodriguez-Navarro
2009).

1. 4bra. A GCN5/PCAF tartaimu HAT komplexek specifikus gének
koaktivatorai (Nagy and Tora 2007).Az eukariéta gének kromatin kérnyezetben
valé transzkripcios aktivalodasanak modellie alapjaa génspecifikus

transzkripcids aktivator (Act-X, Act-Y) promoterhezlo kot dése elidézi a



kromatin modositasat végenzimkomplexek - nukleoszéma remodelling (Rem)
és SAGA (fels panel) illetve ATAC (als6 panel) hiszton acetittsaferaz
komplexek- régiohoz vald kapcsolodasat. Ezek réevén nukleoszémak
acetilalodnak (révid piros vonalak) és ATP figmodon elmozdulnak. Mindezek
el segitik az altalanos transzkripciés faktorok és RS polimerdz |l
transzkripciés start helyhez valdé kdését. Az abra forrdsa: Z Nagy, L Tora,
Oncogene (2007) 26, 5341-5357.

2.15.2 Hiszton deacetilazok

A hiszton deacetilaz enzimek filogenetikai analikisalapjan négy osztalyba
sorolhat6ak (Gallinari, Di Marco et al. 2007; Raopand Esteller 2007). Az | (HDAC1, 2,
3, 8), Il (HDAC 6, 10, 4, 5, 7, 9) és IV (HDAC11¥aportba tartozd fehérjék zZn-fligg
hidrolizist végeznek, a sirtuinok (HDAC IIl) enzieakcioja NAD flgg. A hiszton
acetiltranszferdazokhoz hasonléan a HDAC-ok szuégairlehetnek nem-hiszton fehérjék
is, igy a sejtmag mellett tobb sejtkompartmenttseelifordulnak. Az | csoport fehérjéi
sejtmagi lokalizaciéjuak és minden szdvetben kifejimek. A |l csoportba tartozo
enzimek a sejtmag mellett a citoplazmaban is méaliatioak és sejttipus fligen
expresszalodnak. A SIRT1, SIRT6 és SIRT7 enzimdkytimorészt a sejtmagban
fordulnak el (Michan and Sinclair 2007; Olmos, Brosens et 8l®. Mig a SIRT1 az
eukromatinnal, addig a SIRT6 a heterokromatinnalszesidlt. A SIRT7 a
sejtmagvacskaban van jelen. A hisztonok deaceddéldas végz SIRT2 fként a
citoplazmara, a SIRT3, SIRT4 és SIRT5 a mitokondraujellemz.

AktivitAsukat szamos poszttranszlacios modosita®lleth nagymértékben
befolyasolja, hogy mely makromolekula komplex t&gjat m kédnek. Deacetilaz
aktivitdsukra azonban nem minden esetben van sguksiinkciojuk betoltéséhez, igy
példaul a ll-es csoportba tartoz0 HDAC-ok gatoliatja génaktivaciot specifikus
transzkripcids faktorokkal valo kélcsénhatasuk réigg(Ropero and Esteller 2007).

A géncsendesités sordn a DNS metilacidja egyu#t fsztonok deacetilalasaval és
a nukleoszoma szerkezet remodeling komplexek aitegvaltoztatasaval (Johnstone
2002; Jones and Baylin 2007). A DNS metiltransZek&oz kdzvetlenil HDAC enzimek



kapcsolodnak, emellett a metilalt CpG szigethez dkofehérjék tobbek k6zott HDAC és
nukleoszoma remodeling enzimeket ggnek magukhoz.

2.1.5.3 HAT és HDAC enzimek szerepe a transzkripciéban ak¥i és inaktiv
gének szabalyozasaban

A Kklasszikus elképzelés szerint a HAT-ok az aktv,HDAC-ok az inaktiv
génekhez kapcsolédnak. Ennek alapja, hogy az ekeimelsként transzkripcidos
koaktivatorként ill. korepresszorként azonositattéiszerint a gén aktivdlodasakor a
promoéter régidhoz kapcsolddott HDAC enzimeket loiszacetiltranszferazok valtjak fel.
Az Ujabb vizsgéalatok szerint a HAT és HDAC fehérgikyarant megtalalhatéak az aktiv
gének kromatinjaban (Hazzalin and Mahadevan 200&ng/VZang et al. 2009). Hazzalin
és Mahadevan néhany gén kifej@ését vizsgélva azt talaltak, hogy az indukalhiéeéve
a konstitutivan aktiv gének, melyek kromatinja ma#étiH3K4 hiszton moédositdssal van
megjeldlve, dinamikus acetilacionak vannak kitéM@azzalin and Mahadevan 2005). Az
acetil lizin médositasok szintie az aktivan illetvedukcio hatasara atirodé geének
kromatinjaban egyarant megemelkedik trichostatin HDAC inhibitor kezelésre,
ellentétben a csendes génekkel (Hazzalin and Mahadz005).

Wang és munkatérsai a HAT és HDAC enzimek genoimt seloszlaséat kimutat6
kisérleteikkel alatdmasztottak a fenti megallapitas (Wang, Zang et al. 2009). Az
aktivan expresszaldédd génekhez kiiek legnagyobb mennyiségben a HAT és HDAC
enzimek. A hiszton deacetildzok altali acetil capgitavolitasra azért lehet sziikség, mert
a tul magas acetilacios szint destabilizélja a latmb és kriptikus transzkripcio iniciaciot
valthat ki. Tranziensen mindkét enzimtipus kik az inaktiv gének azon csoportjahoz,
amelyeket a H3K4 lizin metilacioja kijel6lt az eegfes aktivaldodasra (primed vagy poised
gének). A metilalt H3K4 lizinnel megjeldlt, de i@gesen &t nem ir6dd gének promoter
deacetilacié azonban fenntartja az alacsony alatil szintet, ezzel meggatolva az RNS
polimeraz 1l (Pol 1) prométerhez kotését (Wangngaet al. 2009). A hiszton acetilacios
szint emelkedésével parhuzamosan megjelenik aba@gi@ Pol Il, azonban a legtobb
esetben nem indul el a transzkripcid, mutatva, hellyez egyéb aktivalé szignalok is

szukségesek (Wang, Zang et al. 2009). A csendeskgkromatinjara a H3K27me3



modositas vagy a moédositasok teljes hianya jellergg a HAT és HDAC enzimek nem
mutathatéak ki ezeken a szakaszokon (Wang, Zarg. €2009). Ugyanakkor a korai
egyedfejl dés soran lejatsz6dd, Polycomb fehérjék kozvetitgéncsendesités soran

szikseéges a hiszton deacetilazok jelenléte (Tieama et al. 2001).

2.1.5.4 A hiszton acetiltranszferdzok transzkripciés koaktvator m kodéseét
leiré modellek

Az egyes hiszton acetiltranszferazok és acetihdizigenomi szintjelenlétét leird
tanulmanyok (Wang, Zang et al. 2008; Wang, Zangl.eR009) ramutattak arra, hogy a
HAT-ok és acetil lizin mdodositasok nagy valosziéggel egyilttesen fordulnak el
(Anamika, Krebs et al. 2010). A genomikai megkdgslia hiszton acetiltranszferazok
redundancigjara utal, azaz egy gén kromatinjabbh AT jelenléte is kimutathato. Ez
ellentmond a génspecifikus hatasra utald0 genetiés biokémiai vizsgalatok
eredményeinek (lasd 1. abra). A HAT-ok kiodésére vonatkozé génspecifikus és
redundans modellek alapjan sziletett a gédidés dinamikus modellje (2. abra). Ez
alapjan a geénatiras iniciaciojahoz geénspecifikusztbn acetiltranszferaz sziikséges,
amelyet szamos HAT kevésbé specifikus betlése kdvet az aktiv génkbdeést fenntarto
szakaszban. A modell azt feltételezi, hogy egyasdk acetilcidja a génétiras feltétele,
mig masoké annak a kovetkezménye. A sZeremellett kiemelik, hogy a HAT-ok
koaktivator funkciéjanak pontos megismeréséhez sajis annak a vizsgalata, hogy az

egyes HAT enzimek mely komplexek részeként #iek a génlokuszokhoz.



A) Gene specific model (in vitro HAT assay; genetic data)
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2. bra. A hiszton acetiltranszferdzok koaktivator m kédését bemutaté modellek
(Anamika, Krebs et al. 2010). a,A biokémiai és genetikai vizsgélatok arra
utalnak, hogy az egyes HAT komplexek bizonyos DN& ktranszkripcios
aktivatorok révén gének meghatarozott csoportjgiekék szabalyoznib; A
genomi szint vizsgélatok alapjan a HAT-ok egylttesen alakitjgk a
transzkripciésan aktiv l6kuszokon a magas acetih Iszintet.c; A dinamikus
modell szerint a HAT-ok kets szereppel birnak. A gén aktivalodasi szakaszaban
a transzkripci6 iniciaciojahoz szikséges a lokusecdikus aktivator révén az
adott promoterhez kodott HAT. Kés bb tovabbi HAT-ok bekdtdése egy nem
specifikus, magas acetilaltsagi szinkromatin kialakulasahoz, ezzel az aktiv
transzkripcié fenntartasahoz jarul hozza. Az &aboaraka: Anamika et al.,
Epigenetics & Chromatin (2010), 3:18.



A fentebb leirt modell teszteléséhez a génaktivddodd beli lefolydasanak
vizsgalata szikséges. Nemrégiben Jin és kutatodgopa PPAR (peroxisome
proliferator-activated receptor) magi receptor iké@lta génexpressszid egér embrionalis
fibroblaszt sejtekben tortérnvizsgalata soran leirta, hogy a hiszton mododitamsibyen
sorrendben kovetkeznek be a génaktivald kezeléstkén (Jin, Yu et al. 2011). Az RNS
polimeraz promoéteren valdé megjelenését megel az acetii H3K18 és H3K27
modositasok szintjenek emelkedése, ugyanakkor aagalid ben ntt a H3K9 lizin
acetilaciojanak meértéke. Kimutattdk, hogy a GCNZAPCkatalizalta H3K9 lizin
acetilalodasa korrelal a génexpressziéval, de mpegigddon ez a hiszton mddositas nem
feltétele a magi receptor aktivalta génkifejgesnek. Ezzel ellentétben, a p300/CBP
kivaltotta H3K18 és H3K27 specifikus lizin aceti@cszikséges az RNS polimeraz
promoéterhez valé bekddéséhez és a transzkripcié iniciaciojahoz. Ezekisgrletek,
Osszefliggésben a HAT koddés dinamikus modelljével, azt igazoljak, hogy a
GCN5/PCAF és a p300/CBP kulonbdzhiszton acetiltranszferaz aktivitasa eltér

funkcioju a génmkodés soran.

2.1.6 A hiszton acetilacio szerepe a malignus transzfornegban

Az abnormalis génnkodés dedifferencidlt sejtek osztéddsdhoz, rékos
elvaltozasokhoz vezethet (Johnstone 2002). A tumseftekben a normal allapottol eltér
génexpresszios mintazatot =~ okozhatja  protoonkogéne#ktivalodasa  vagy
tumorszupresszorok genetikai mutaciéval tortémaktivalddasa mellett a megvaltozott
kromatin struktira is. A modosult kromatin szerkereeredményez epigenetikai
valtozasok éppugy hozzajarulhatnak a tumor kiakdathoz, mint a genetikai valtozasok
(Jones and Baylin 2007), hiszen a mitotikusan 6bklepigenetikus modosulasok
ugyanolyan szelekciénak vannak kitéve, mint a géanidk.

A normalistél eltér kromatinstruktlra kialakuldsanak hatterében alkgyebek
mellett a HAT, HDAC enzimek funkcionalis inaktivélésa, targetspecificitasuk,
expressziojuk mobdosulasa (Johnstone 2002). Ismert eazimek mkddésének
megvaltozdsa mutacio, virusfehérjével valo Keés, illetve kromoszdmatranszlokacio

kovetkeztében.



2.1.6.1 HAT enzimek szerepe a karcinogenezisben

A hiszton acetiltranszferazok karcinogenezisberoltit jelent ségére mutat ra,
hogy tobb protoonkogén vagy tumorszupresszor fehtegnszkripcios szabalyozasaban
érintettek (Nagy and Tora 2007; lyer, Ozdag e2@04). A GCN5 és PCAF tartalma HAT
komplexek szamos protoonkogén traszkripciés kofaktdgy példaul a c-Myc és az E2F
(Nagy and Tora 2007). A p300/CBP enzimek szintésetr&/esznek protoonkogének
kifejez désének szabalyozasaban, példaul az Myb, Fos sétében (Kalkhoven 2004). A
p53 fligg promoterek kolcsonhatnak a SAGA komplexszel é8@0fCBP enzimekkel,
illetve a p53 tumorszupresszor maga is acetilal@®CN5 altal. Kimutattdk a BRCA1
(breast cancer 1, early onset) és BRCA2 (breasteca?, early onset) tumorszupresszor
fehérjéknek a GCN5/PCAF tartalmu HAT komplexekksl g800/CBP enzimekkel valo
kapcsolatat. A PTEN (phosphatase and tensin homdilgted on chromosome 10)
tumorszupresszor rkodését szabalyozza a fehérje PCAF altali acedij@ac{Okumura,
Mendoza et al. 2006).

A CBP gén mutacioja révén csokkeRlAT aktivitas valthatja ki a Rubinstein-
Taybi szindromat, amely velesziletett fegsi rendellenességben szenddmEn magas a
daganatos megbetegedések kialakulasanak kockazakhgven 2004). A p300
m kodésképtelenségét eredményegzomatikus mutacidjat szamtalan tumortipusban
kimutattak (lyer, Ozdag et al. 2004). Az enzimekKcidvesztéses mutacioi a p300 es CBP
tumorszupresszor szerepére utalnak. A p300/CBP BlATumorgenezisben betoltott
komplex funkcidjara mutat ra, hogy mas vizsgalgiodtoonkogénként irtak leket. igy a
p300 és CBP mentes fibroblasztok cstkkent proliiésaképességet mutattak (lyer, Ozdag
et al. 2004; Dekker and Haisma 2009). Hisges nyelcs karcinOma szovetmintak és
sejtvonalak atlagosan felében a PCAF hiszton aemtdzferaz csokkent expresszids
szint , amely allélvesztésnek, a promoter metilalédasavedsy mindkét folyamatnak
kdszonhet (Zhu, Qin et al. 2009). A GCN5 funkcidvesztésegandit rakos sejtekben
ezidaig nem mutattak ki (Nagy and Tora 2007).

A MYST3/MOZ (monocytic leukemia zinc finger protg¢ies a MYST4/MORF
(MOZ-related factor) hiszton acetiltranszferaz tite az MLL (myeloid/lymphoid or
mixed-lineage leukemia) hiszton metiltranszferameg€¢kromoszoma transzlokacioé réven
fuziondlhatnak a p300, CBP vagy TIF2 hiszton acaticzferazokat kodolo



génszakaszokkal akut mieloid leukémias sejtekberk{ioven 2004; Katsumoto, Yoshida
et al. 2008), ezzel abnormalis génexpressziét tiaal

Nemcsak a geénkifejedés, hanem a sejtosztédas szabalyozasaban bet6ltott
szerepik miatt is érintettek lehetnek a HAT enziraetaganatok létrejottében. A p300-
nak szerepe van a G1/S atmenetben, melyhez nitiks&y HAT aktivitaséra (lyer, Xian
et al. 2007). A GCN5 sejtosztédasban betoltott dxalad szerepe az acetiltranszferaz
aktivitashoz kotdik, azonban nem hisztonok, hanem a ciklinA/Cdk&hgtex modositasat
végzi (Orpinell, Fournier et al. 2010). A GCN5 &mu ATAC hianyaban késleltetett az
M/G1 atmenet és szamos sejtosztddasi rendellenéggéthet meg.

Az adenovirusok, az Epstein-Barr, a HIV, a HPV saki hiszton
acetiltranszferazokkal valé kolcsbnhatdsa is satrepatszik a virus okozta

megbetegedések, igy esetlegesen tumor kialakulhsaba

2.1.6.2 HDAC enzimek szerepe a karcinogenezisben

A megvaltozott HDAC mkodés egyrészt befolyasolja a hiszton acetilaaidtjst.
Ennek kdvetkeztében tumorszupresszorok kifajése represszalodhat, amelyre jol ismert
példa a p21 ciklin figgkinaz inhibitor inaktivalodasa promoéterének alagsacetil lizin
szintje kovetkeztében (Lane and Chabner 2009). AABDenzimek a daganatos
megbetegedések kialakulasaban a megvaltozott hisatetilacié mellett a nem-hiszton
fehérjék, igy példaul a p53, E2F1, p300 normalisttédr acetilaltsaga miatt is érintettek.
Emellett ismert, hogy a HDAC fehérjék szamos géandrkripciojat szabalyozzak
transzkripcids faktorokkal (pl. E2F, Stat3, p53, RI- B) vald kézvetlen kdlcsonhatasuk
révén.

Tobb tumortipusban azonositottak mutéacié miatkdadésképtelen HDAC?2 fehérjét
(Ropero and Esteller 2007). Szamos esetben lein@y a mddosult HDAC aktivitas a
megvaltozott genexpresszid kdvetkezmeénye. Leggpblara tumoros sejtekben a HDAC
enzimek expresszidja megemelkedik, ezzel egyidgja kromatin alacsony acetilaltsagu
(Lane and Chabner 2009). A HDAC1, 2, 3, 6 fehénmdkgemelkedett expresszidjat
kimutattak kulonféle rosszindulati megbetegedésekbAzonban ezzel ellentétes
megfigyelések arra mutatnak ra, hogy a HDAC enzimekkddése szovet- és

tumorspecifikus. igy invaziv emiakos betegeket vizsgalva azt talaltak, hogy a HDA&E



HDAC3 magas expresszidja a hosszabb tulélésieidkorrelalt. Hasonlbéan, rosszabb
prognozisu a nem Kkissejtes tii@lk, ha a HDAC Il enzimek alacsony expressziojuak.
Ahogy a HDAC | és Il csoportba tartozé enzimek éseh, a sirtuin hiszton deacetilazok
taltermel dését ill. csbkkent expresszidjat is egyarant dkikilonb6z tipusd tumoros
sejtekben (Ropero and Esteller 2007). A SIRT2 ghotamoros sejtekben gyakran
csokkent transzkripcios aktivitasu. Nyirokcsom@tat képz eml rdkos szdvetmintakban
a SIRT3 és SIRT7 enzimek expresszids szintje d#ignsan megemelkedett a normal
szOvethez képest (Ashraf, Zino et al. 2006). Adbpgpan tanulmanyozott sirtuin tipusu
HDAC, a SIRT1 onkogén aktivitast mutat tolbvitro kisérletben, dén vivo genetikai
vizsgélatok alapjan egyes tumorok kialakulasaban jaészik szerepet, mig mas esetekben
meggatolja a malignus transzformaciot (Herranz S@dano 2010).

A HDAC enzimek célgénjeik prométeréhez valo kdigsét transzkripcids faktorok,
magi receptorok, DNS metiltranszferaz enzimek éstilaite DNS-t kot fehérjék
irAnyithatjak. Az aberrans HDAC kdatés tehat szdmos kilénbémechanizmus révén
kialakulhat. A legjobban tanulmanyozott a kromosadimanszlokaciok kovetkeztében
kialakulo fuzios HDAC fehérjék megvaltozott targedsificitasa (Ropero and Esteller
2007).

2.1.6.3. A tumorsejtek  megvaltozott  epigenetikai  szabalyoz@mak
kovetkezményei a genom szintjén

A tumorsejtekben a hiszton médosité és DNS mefité&zabalyoz6 enzimek megvaltozott
m kddése kovetkeztében kialakuld aberrans kromatidasiédsok nemcsak a tumorsejtek
egyedi promotereiben, hanem a teljes genom szingémegfigyelhetek (Seligson,
Horvath et al. 2005). Ismert, hogy tumorokban glislad megvaltozik a DNS metilacios
mintazata (Fraga, Ballestar et al. 2005; JonesBayin 2007). Egyrészt genomi szinten
csokken az 5-metilcitozin mennyisége, masrészt kdkszrégiokban hipermetilaltsag
figyelhet meg. A DNS metilaltsaganak cstkkenése sdghan a repetitiv szekvenciakra
jellemz . Ez kromoszoma instabilitashoz, ezen belll reper@det transzpozonok
reaktivaciéjahoz vezethet. Ezzel ellentétben eggEmek, pl. tumorszupresszorok
promoterében [évCpG szigetekben a DNS nagyobb mértékben metilgl@ni a gének

repressziojat valtja ki.



A DNS metilacié abnormalis szabdalyozasaval egyidgj a tumoros sejtekben a
hisztonok poszttranszlaciés mdédositasainak menggiéé genomi eloszlasa is jelleram
megvaltozik az egészségeskndés sejtekhez képest. Fraga és munkatarsai szamaos rako
sejtvonal és elglleges tumoros szévetminta H4 hiszton poszttraogslanodositasainak
vizsgélataval megallapitottdk, hogy a tumorsejteklostkken az acetildlt H4K16 és
trimetilalt H4K20 mennyisége (Fraga, Ballestar kt2805). Ezek a valtozasokkeént a
repetitiv. DNS kromatinjara jellemek, ahol a DNS alacsony metilaltsagi szintje
tumorsejtekben mar korabban ismert volt.

Sza&mos tipust tumoros szovetminta globalis hisztwdositdsi mintazatdnak
vizsgélataval megallapitottak, hogy egyes médaditéxzintje korreldl az adott daganat
progndzisaval (1. tablazat). Seligson és mitsi nmsgéltak, hogy az agresszivabb
fenotipusu tid és vese adenokarcindmakban egyes hiszton modbsigisbalisan
megfigyelt alacsony szintje mely kromoszéma szalasejellemz (Seligson, Horvath et
al. 2009). A ChiIP-chip kisérletek eredményei ka@iredk Fraga €s mtsi korabbi
megfigyelésével, ami alapjan a fentebbi hiszton ositdsok mennyisége azonos a
kilonbdz progndzisu mintdkban a promoter régiokban, de al@NS repetitiv elemeinek

kromatinjaban.
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2009), gliomatumor (Liu, Cheng et al.
2010)

magas

kissejtes tuthmor (Barlesi, Giaccone et
al. 2007)

H3K18ac

alacsony

prosztatatumor (Seligson, Horeatd.
2005), emltumor (Elsheikh, Green et a|.

2009), hasnyalmirigy adenéma
(Manuyakorn, Paulus et al. 2010), ves
és tid adendma (Seligson, Horvath et al.
2009)

D

magas

gliomatumor (Liu, Cheng et al. 2010

H4K12ac

alacsony

prosztatatumor (Seligson, Horeatd.
2005), emltumor (Elsheikh, Green et al.
2009)

H4K16ac

alacsony

emtiumor (Elsheikh, Green et al. 2009

p—

H3K4me?2

alacsony

prosztatatumor (Seligson, Horeatd.
2005), emltumor (Elsheikh, Green et a|.
2009), hasnyalmirigy adenéma
(Manuyakorn, Paulus et al. 2010),
kissejtes tudtumor (Barlesi, Giaccone €
al. 2007), gliomatumor (Liu, Cheng et al.
2010), vese- és tuddenoma (Seligson,
Horvath et al. 2009)

=

H3K9me?2

alacsony

hasnyalmirigy adenéma (Manuyakorn,
Paulus et al. 2010), vese- és tédendma
(Seligson, Horvath et al. 2009)

H4K20me3

alacsony

enmtumor (Elsheikh, Green et al. 2009),
gliomatumor (Liu, Cheng et al. 2010)

H3R3me2

alacsony

prosztatatumor (Seligson, Horetth.
2005)

H4R3me?2

alacsony

entumor (Elsheikh, Green et al. 2009

N

1. tablazat. A

maédositdsok megvaltozott szintje.

rossz prognozisu tumorokra jellemzegyes globdlis hiszton



2.1.7. HAT és HDAC gatlészerek

A génm kddés elméletileg mesterségesen szabalyozhatd &inrénszkripcios
faktorok segitségével, amelyek specifikus DNS serkidahoz kot elemb| és HAT-ok
vagy HDAC-ok kapcsolodasahoz szukséges doméiimak (Johnstone 2002; Gallinari,
Di Marco et al. 2007). Azonban egyetlen gén megfelektivithsanak helyredllitdsa
tobbnyire nem elegenda tumor kezeléséhez. HDAC és HAT gatlészerek rdataval
szélesebb hatast kifejtve szamos gén expressa@yyhsolhato.

Tobb strukturalisan eltérvegyulet a HDAC 1, Il és IV-es csoportba tartozé
enzimek megfelel gatlészerének bizonyult. A HDAC Il csoportba terd enzimek eltér
katalitikus mechanizmusuk miatt ezekre az inhilokoa nem érzékenyek, gatlasukhoz erre
a fehérje csaladra specifikus vegyuletek sziks&g@depero and Esteller 2007; Lane and
Chabner 2009). A legtdbb inhibitor tobb HDAC enzmképes gatlo hatast kifejteni.
Pleiotrép tumorellenes hatasukat azaltal fejtikhkigy a génexpressziét és a sejtosztdédasi
ciklust befolyasolva képesek a sejtciklus blokkatas differencialédasi és apoptotikus
folyamatok kivaltasara, az angiogenezis gatlasarelDAC gatldészerek befolyasoljak az
endoplazmatikus stressz kivaltotta valaszutvonalekaa HSP90 (heat shock protein 90)
chaperon mkddésének gatlasdval hozzajarulnak onkogén fehétghomladsahoz.
Egészséges és tumoros sejtekben is megemelik torhiazetilaciés szintet, azonbam
Vivo ésin vitro sem bizonyultak toxikusnak normal kbdés sejtekben. Néhany vegytilet
preklinikai ill. klinikai tesztelés alatt all, ankaellenére, hogy a szerek terapias
felhasznalasi korét skitheti csendes gének, koztik protoonkogének légets
reaktivalodasa.A moédositasokat katalizalé enzimgilites gydgyszeres szabalyozasa
szinergisztikus terapias hatast fejthet ki, peldaldNS metilaciot gatldo 5-azacitidint (5-
AC) és a HDAC inhibitor trichostatin A-t (TSA) egyésen lehet hasznalni (Johnstone
2002). Preklinikai és klinikai kisérletek alapjaiveli a HDAC gatldészerek hatékonysagat,
ha hagyomanyos kemoterapias szerekkel, ionizaléargagsal vagy a proteoszoma
m kddését gatlé anyagokkal kombinaciéban alkalmaglzake and Chabner 2009).

Viszonylag kevés, ként a p300 és PCAF enzimekre hatdo HAT inhibitarag. A
kutatasok jelenlegi célja, jobb sejtpermeabilit&sl nagyobb specifitast mutaté szerek
kifejlesztése (Dekker and Haisma 2009). A természetredet curcumin a p300/CBP

enzimm kodeést gatlo szer (Kg 25 nM), amely a PCAF aktivitasat nem befolyasolja.



Ennek szarmazéka, a HATI Il a p300 hatékonyabhbitdra (IGo 5 niM). A garcinol és az
anacardia sav olyan természetes vegyuletek, amaly300 és PCAF enzimek aktivitasat

egyforméan befolyasoljak.
2.2 A tbbbszoros gyogyszerrezisztencia jelensége

A kemoterapia sikertelenségének lehetséges okeagandtos sejtekben kialakulo
tobbszorés gyogyszerrezisztencia, azaz a sejtekdaigyrezisztencigja kulonboz
specifitast és kémai szerkezatrogokkal szemben (Szakacs, Paterson et al. 2@06).
gyogyszerrezisztenciat okozhatja egyrészt az dkdivszporttal a sejtbe jutd vizoldékony
anyagok csokkent felvétele. Masrészt ehhez vezetked gydgyszer metabolizmusat
befolyasolo valtozasok is, pl. a DNS-javitas modasar A leggyakrabban leirt
mechanizmus szerint a sejtekben megndvekszik ampleembranon diffaziéval atjutod
hidroféb anyagok energiaigényes kipumpalasdnak ékeért Ennek széles korben
tanulmanyozott esete az ABC (ATP binding cassetsgladba tartozo transzporterek

fokozott m kodése.
2.2.1. ABC-transzporterek

Az 1970-es évek o6ta 48 ABC csatornafehérjét kodpat irtak le a human
genomban, melyeket 7 alcsaladba soroltak (A-G). ekéfiék mkodési egysége 2
transzmembran (TM) és 2 nukleotidk@NB) domeénbl all. A TM egységek felelsek a
szubsztrat felismeréséért és szallitasaéert, az NBédek végzik az energiaigényes
transzporthoz szilkséges ATP hidrolizisét (Vasil\asiliou et al. 2009). A természetesen
el fordulé vegyuletektl a kemoterapiads szerekig szamos anyag plazmamearbréald
transzlokaciojat végzik. A membrancsatorndk hozmfjdk a normal sejtek
detoxifikalasahoz, a xenobiotikumok elleni védelemhde a terapias szerek szdvetekben
valo eloszlatdsahoz, a sejt apoptotikus stimulasi@t valaszahoz is (Huo, Magro et al.
2010). Jelentséguket mutatja, hogy 11 ABC transzporter gén olgalyos orokld
betegségekben érintett, mint példaul a cisztaséfier (ABCC7). Szamos ABC-
csatornafehérje tulnkédését figyelték meg drog jelenlétében fenntartattnoros
sejtvonalakban, mig Klinikai vizsgalatok alapjamalaatos betegekben az ABCB1/MDR1
(multidrug resistance gene 1), ABCC1/MRP1(multidregistance associated protein 1),
ABCG2/BCRP (breast cancer resistance protein) géiel kodolt fehérjéknek van



szerepe a tobbszords gyogyszerrezisztencia kiat#ian. Leggyakrabban az MDR1 gén
érintett, ezért az MDR1 gérratirédd P-glikoprotein (PgP) részletesen tanulyoantt

fehérje.

2.2.2 Magas PgP-szint a kemoterapias kezelés alatt

A PgP mennyisége szdmos vizsgalat alapjan koreelalmor rezisztencigjanak
mértékével és a tumoros beteg rovidebb tulélégéveée (Baker, Johnstone et al. 2005).
Altalanosan az emtékos sejtek kezdetben reagalnak a kemoterapidsideee, de a
kés bbiekben kialakuld tbébbsz6érds gyogyszerrezisztenuigt rosszabbodik a betegség
prognozisa. Klinikai vizsgalatok sordn megéllapékt hogy a kezeletlen ennékos sejtek
jelent s hanyadaban kifejedik a PgP fehérje, melynek megnévekszik a menngissg
gyogyszeres kezelés kovetkeztében (Leonessa ance@@03).

A kemoterapia soran kialakul6 nagymérték MDR1 génkifejezdés
mechanizmuséra tobb elmélet létezik (Baker, Jomestet al. 2005). A szelekcid és
expanzido modell azokra a tumorsejtekre vonatkoaikelyekben az MDR1 alap szinten
expresszalodik. Amig a kemoterapias szer szelekey@mnasa alatt az alacsony PgP
expresszioju sejtpopulacié elpusztul, addig a PgiHtermel sejtek szama megn Az
aktivalodasi modell a szerzett drog rezisztenciamatkozik: a drogkezelés kdzvetlendl
kivaltjia az MDR1 gén kifejezlését. Mas elmélet szerint nem a transzkripcioayabasa
valtozik meg, hanem az MDR1 mRNS stabilitasa éssuid@ciojanak szabdalyozasa
modosul a kemoterapias kezelés hatasara (Scotty ¥a@ue, Armesilla et al. 2003; Zhu,
Wu et al. 2008).

Az MDR1 kifejez désének novekedését okozhatja genetikai (génakdulifi,
génatrendezlés, random mutacio) és/ vagy epigenetikai valtogkasmatin szerkezet
valtozasa) (Fojo, Whang-Peng et al. 1985; ScottedIBr et al. 1986; Shen, Fojo et al.
1986; Chen, Wang et al. 2005). Szadmos tumorosmsgjthban leirtak az MDR1 gén és
tovabbi négy-6t, a tdbbszords gydgyszerrezisztehimbakulasdhoz hozza nem jaruld,
szomszédos gén amplifikalodasat (Scotto, Biedlealetl986; Shen, Fojo et al. 1986;
Labialle, Gayet et al. 2002; Fairchild, vy et &B87), azonban csak néhany tobbsz6ros
gyogyszer-rezisztenciat mutaté tumoros paciensbegasabb a 7g21-es kromoszoma

régio képiaszama (Raguz, Tamburo De Bella et @4R0Drogrezisztens sejtkultirakban



és rakos betegekben egyarant hozzajarul a génakidésahoz az MDR1 gén random
atrendezdése is, melynek soran az MDR1 gén egy szakaszan@gik kromoszoman
lév , transzkripciésan aktiv gén 3’ régiojahoz trankalodik (Mickley, Spengler et al.
1997). A drogrezisztencia kialakulasanak aktivasdbadodelljét, ezen belil a transzkripcio
kozvetlen indukciojat tAmogatja, hogy sejtvonalakoétegekn vivo vizsgélata alapjan az
MDR1 gén expresszibja kemoterapias kezelés hatégwgoasan aktivalodik (Baker,
Johnstone et al. 2005). Tudzarkdma metasztazisok kemoterapias kezeléséwalo
mutattak ki, hogy 50 percnyi doxorubicin kezeléegeind az MDR1 expresszio
indukalasara (Abolhoda, Wilson et al. 1999). Ugham korilmények kozott a nem
tumoros tudsejtek MDR1 expresszidjaban nem tortént valtozggyadakkor az Ujabb
vizsgalatok szerint a kemoterapia soran aktivaliiR1 gen kifejezdése soran egyarant
lejatszodik szelekcid, génaktivacio és emellett vadigzhat a gén poszttranszkripcios

szabdlyozasa is (Baker, Johnstone et al. 2005;,@Mang et al. 2005).

2.2.3 Az MDR1 gén transzkripcios és poszttranszkripcioszabalyozasa

Szdmos kutatocsoport tanulmanyozta az MDR1 promoadtivitasanak
szabalyozéasat, a cisz elemeket és a transz hatirdlit. Az MDR1 gén transzkripcioja
két promotertl inicidlédhat (Ueda, Clark et al. 1987). Ez altala jelenség, a human
genomban a gének 18 %-a, tbbbek kozott az ABCGL1CBB ABCAL geének is,
alternativ prométerekt irodhatnak at (Raguz, Randle et al. 2008). Az MDIRRNS
képz dés a legtobb esetben a downstream prométaridul. Azonban néhany
tobbszorésen gyogyszerrezisztens sejtvonalbanvellebormal mkodés és primer
tumorszoévetbl szarmazo sejtben a transzkripcios start helyit 112 kb tavolsagra lév
upstream promoter (UPS) is aktivalédik (Raguz, TarobDe Bella et al. 2004; Chen,
Wang et al. 2005). A promoéter kodeését leirtak olyan sejtvonalakban is, ahol n@nemnt
génamplifikacio vagy génatrendeies. Az UPS normal endejtek 10 %-aban és az
eml rdkos sejtek 70 %-aban aktivalédik. Az UPS&ihicialodo transzkripcié korrelal az
eml| tumor metasztazisaval (Raguz, Tamburo De Belld.20®#4), annak ellenére, hogy
az UPS-tl atirédo transzkriptum alacsony mennyis@sg szignifikansan nem befolyasolja
a kemoterapia hatékonysagat (Raguz, Randle eD@B)2Az innen indul6 transzkripcid

humén szarkdma sejtekben egyutt jar az MDR1 ¢é&mpstream iranyban 1évMCFP



(mitochondrial carrier family protein) és RUNDC3/BRB (RUN domain containing
3B/Rap2 interacting protein 9) gének expresszidjaldivalédasaval (Chen, Wang et al.
2005; Raguz, De Bella et al. 2005), ami a régiovakgzott kromatin szerkezetével lehet
0sszefluiggésben. Az RPIB9 géntermék funkcidja istieerede Raguz és munkatarsai
kimutattak, hogy az RPIB9 gén expresszidja aktwii@ml tumoros sejtvonalakban és
els dleges emltumorokbdl izolalt sejtekben (Raguz, De Bella et 2005). A gén
kifejez dése, ahogy az UPSHval6 MDR1 atirodas, korrelal a tumor metasztazasaAz
eml tumorhoz hasonloan, akut limfoblasztikus leukénsagekben a kontroll sejtekt
eltér tdbbek kozott az RPIB9 citozin metilaciés mintéaziat ami a gén tumoros sejtekben
megvaltozott expressziés mintazatara utal (Tayena-Hernandez et al. 2007).

+1

—
—{ CEBPB }—[ AP-1|—{CAAT |~ GC-box || Y-box |—[ GC-box }—[INR}—

-147/-139 -121/-115  -118/-113 -110/-103 -79/-75 -56/-45 -6/+11

3. abra. Az MDR1 gén downstream promoéter régiéjanak ngany részletesebben
tanulmanyozott cisz szabalyoz6 elemeA promoéter elemek szamozasa a f
transzkripcids start helyhez (+1) viszonyitva tittd abialle, 2002; Scotto, 2003
publikacidk alapjan.

Amig az upstream promoter pontoskidése kevesseé ismert, addig a downstream
promoéter régidban szamos cisz szabalyozé elemedz észekhez kot transz-faktort
azonositottak. A downstream promoteren szamos eggahatfed transzkripcios faktor
kot helyet irtak le, ami arra utal, hogy a szabalyaa®éfjék egymassal kooperativ vagy
kompetitiv. moédon kdlcsonhatnak (Labialle, Gayet ab 2002; Scotto 2003;
Chattopadhyay, Das et al. 2008)(2. tablazat). Armrter transzkripcios iniciacioja TATA
box hianyaban az iniciator (Inr) elerhtindul (3. &bra). Ahogy a legtobb TATA-box
nélkuli promoter, gy az MDR1 promoétere is tartatnfierditott CCAAT (Y box) elemet.
Az Y-box és a -50GC elem képesek koétni az YB-1 %-binding protein 1), NF-Y
(nuclear transcription factor Y), Spl és Sp3 tranpeids faktorokat, amelyek un.
enhanszoszomat képezve hiszton acetiltranszferammeket gyjtenek magukhoz. Az
emlitett prométer elemekkel ellentétben a -110G§dréanszkripcios represszidért felgl

fehérjéket képes megkotni. Az upstream iranyban IAAT box promoéter elemhez



drogérzékeny sejtekben az NB-és cFOS fehérjék gatlo komplexe, mig drogreziszte

sejtekben a MEF1 (MDR1 promoter-enhancing factoitrdpszkripciot aktivalé fehérje
kot dik. Az 5 irAnyban elhelyezkedAP-1 elemhez kéd fehérjék illetve a C/EBP
(CAAT/ enhancher binding protein) fehérje az MDR1 génkifejedés pozitiv regulatorai.

Szabalyozé faktor

Feltételezett kotdési hely

Sp1 (Sp1l transcription factor)

GC-box -56/-45

Sp& (Sp3 transcription factor)

GC-box -56/-45

Egr-1 (early growth response protein 1)

GC box -56/-45

WT -1 (Wilm’s tumor supressor)

GC box -56/-45

NF-Y (nuclear transcription factor Y) Y-box -79/-75
YB-1 (Y box binding protein 1) Y-box -79/-75
UHRF1 (ubiquitin-like with PHD and ring Y-box -79/-75

p53 (tumor protein p53) -49/40; -72/62

Ets-1 (v-ets erythroblastosis virus E26 oncogen -69/-63

AP1 (transcription factor AP-1) -121/-115
TCF/LEF (T-cell factor/lymphoid enhancer -1813/-261 régidban 7 TCF
IMED (inverted multiple start site element) -105/-100
MEF1 (MDR1 promoter-enhanching factor 1) -118/-111

NF B/p65 (nuclear factor kappa beta) CAAT box -116/-113
FOXO3a (forkhead box O3) -181/+68

HSF1 (heat shock transcription factor 1) HSE régio /1b28; -315/-285
HIF -1 (hypoxia-inducible factor-1) -49/-45

GR (glucocorticoid receptor) GRE elem: -96/-83
CEBP (CAAT enhancer-binding protein) -147/-139

SXR (steroid xenobiotic receptor) -7852/-7837

2. tablazat. Az MDR1 transzkripciéjaban szerepet jatsp szabalyoz6 faktorok és

azok feltételezett kotdési helye. A prométer elemek szamozédsa a f
transzkripciés start helyhez (+1) viszonyitva totté abialle, 2002; Scotto, 2003;
Hui, 2008; Jin, 2010 publikaciok alapjan.

Mivel a kilonbdz stresszhatasokra adott valasz része a xenobiatikum
kipumpalasa, az MDR1 kifejedését indukaljak egyes, a stressz valaszhoz dkot
szignalutvonalak (Scotto 2003). Ezzel lehet Osgmgdaben, hogy az MDR1 gén

expresszidja gyorsan indukalédik PgP szubsztrgibkdpxorubicin) és olyan vegytletek



jelenlétében is, amelyek nem szubsztratjai a PgRocsafehérjének (Chaudhary and
Roninson 1993). Kimutattdk, hogy kemoterapias szexeJNK (c-Jun NH2-terminal
protein kinase) kozvetitésével képesek aktivalniA#zl transzkripcios faktort, amely
indukalja az MDR1 kifejezdését (Scotto 2003). Naiv K562 leukémia sejtek dolxizin
kezelése novelte a FOXO3a tumorszupresszor trapsids faktor aktivitasat, amely
indukalta az MDR1 gén kifejedést (Hui, Francis et al. 2008).

Ismert, hogy a gyoégyszerrezisztens sejtek tobbraltser downstream transzkripcio
iniciacids helyet hasznalhatnak, melyet a MED-1 [{iple start site element downstream)
elem kozvetit (Scotto 2003). Az eddig csak drogEeins sejtekben kimutatott MEF-1
(MDR1 promoter-enhancing factor-1) a downsterm pytan egy eleméhez kotve képes
aktivalni a transzkripciot. Szintén a gydgyszesetans sejtek megvaltozott transzkripcios
szabalyozasanak jelesggét mutatja, hogy az MDR1 kifejeZsét negativan szabalyozo
kis GTP kot fehérje, a RAB6C/ WTH3 (member RAS oncogene faptign m kodése
drogrezisztens sejtekben gatolt (Tian, Jurukovskl.e2005).

A kemoterapidas kezelés az MDR1 gén expresszidj&iztpanszkripcidosan is
befolyasolhatja (Yague, Armesilla et al. 2003; ZWy et al. 2008). A poszttranszkripcios
szint génmkdodés szabalyozasban fontos szerepe van a mikrodRNk, amelyek a
génexpressziot a specifikus mMRNS degradalasavavagp/ transzlacidjanak gatlasaval
szabalyozé révid nemkodold oligonukleotidok (Zhu,uWet al. 2008). Nemrégiben
kimutattak, hogy a miR-27a és miR-451 mikro RNSakkvaljak az MDR1 kifejezdését.
Ez az MDR1 transzkripcio szabalyozasdban betdtiittetett szerepre utal, valészlieg

az MDR1 génrepressziot kivalto fehérjék expresénidk gatlasa réven.

2.2.4. Az MDR1 gén epigenetikai szabalyozasa

Mivel a transzkripcios faktoroknak az MDR1 promogdemeihez valo kdtése a
kromatin szintjén szabalyozott (EI-Khoury, Breuzatdal. 2007), a génkifejedés soran
szamos epigenetikai valtozas lezajlik. Az elmulizadben valt ismertté, hogy az MDR1
gén transzkripciéjanak szabalyozasaban kulcsszewpa promoter kromatin acetilaltsagi
allapotanak. A PCAF HAT transzfekci6ja aktivalja g&n downstream promoterét a
forditott CCAAT box régio jelenlétében (Jin and 80dl998) ésn vivo is kimutattak a
PCAF promoéterhez valé kadését (EI-Khoury, Breuzard et al. 2007; Gamper, einal.



2009).In vivo kisérletek alapjan a p300 és CBP hiszton acetizferazok szintén jelen
vannak az aktivan atirodo MDR1 gén promoter régeija(Jin, Liu et al. 2009). Leirtak,
hogy az APE1/Ref-1 (apurinic/apyrimidinic endonade 1) DNS javitdé enzim transz-hato
faktorként kolcsonhat a p300 hiszton acetiltranszfeés az YB-1 transzkripcids faktor
komplexével valamint az RNS polimeraz ll-vel az MDBromater régidjaban (Sengupta,
Mantha et al. 2011). A hiszton acetiltranszferaziraek jelenlétével 6sszefliggésben, az
MDR1 génexpresszio soran megemelkedik a promoggd 13 és H4 hiszton acetilaltsagi
szintje (El-Osta, Kantharidis et al. 2002; Davidggriasubramanian et al. 2004; Baker,
Johnstone et al. 2005; Chen, Wang et al. 2005;Wyiatél-Khoury et al. 2007; Kim, Kim
et al. 2009).

A transzkripciésan nem aktiv promoteren a prokogén UHRF1 (ubiquitin-like
with PHD and ring finger) transzkripcios faktor é&v kapcsolodd HDAC1 hiszton
deacetildz enzim jelenlétét mutattdk ki (El-Ostantaridis et al. 2002; Jin, Liu et al.
2009). Az MDR1 kozvetitette drog rezisztencia shaisaban érintett a SIRT1 hiszton
deacetilaz is, de a gén kromatinjaban kozvetlecatdaz m kodését még nem mutattak ki
(Olmos, Brosens et al. 2010). A fehérje megemelitedeennyiségét szamos drog
rezisztens tumorban megfigyelték. Kis csoportszdkemoterapias kezelés #i és utani
tumor szovetmintak 6sszehasonlitasanal azt talalkélgy a kezeléssel egyidigg
indukalédik a SIRT1 expresszioja (Chu, Chou et 2005). A SIRT1 specifikus
csendesitésével lecstkkent a PgP kifejése, mig a hiszton deacetilaz tualtermelésével
indukalédott az MDR1 gén expresszidja (Chu, Chou aét 2005). Nemrégiben
bizonyitottdk, hogy a SIRT1 és SIRT2 fehérjék altsl szabalyozott FOXO
tumorszupresszor transzkripciés faktorok (FOXO3d&@©x01) fokozzak az MDR1 gén
kifejez dését (Hui, Francis et al. 2008; Oh, Cho et al.020Ezzel 6sszefliggésben, a
SIRT1 inhibitor amurensin G csOkkenti a FOXO1 akdéisat és ezzel az MDR1
expresszidjat doxorubicin rezisztens MCF7 sejtek{@h, Cho et al. 2010). A korabbi
megallapitasokkal ellentétben, a SIRT1 p300 hisztaoetiltranszferazzal val6
kolcsbnhatasat vizsgalva a SIRT1 MDR1 expressafib dhatasat irtak le (Bourguignon,
Xia et al. 2009). Kimutattak, hogy a SIRT1 kdése inaktivalja a p300 acetiltranszferaz
aktivitasat, ezzel gatlodik acatenin-TCF/LEF (T-cell factor/lymphocyte enhantastor)
transzkripcié aktivacios utvonal és az MDR1 exxiga.



Az MDR1 transzkripcié hiszton acetilacio altali badyozasanak jelenségére utal,
hogy szamos sejtvonalban indukalédik az MDR1 gépresszidja az l-es és ll-es
csoportba tartozé hiszton deacetilazok gatlasarséshra (Kim, Kim et al. 2009). Az
MDR1 gén indukciéjahoz elegendspecifikusan a HDAC1, de nem a HDAC2 gén
kifejez désének csendesitése (Kim, Kim et al. 2009). AtdwsZehérjék acetilacidja
mellett kimutattak a hiszton metilacié szabalyozérepét az MDR1 gén kifejedésében
(Huo, Magro et al. 2010). A gén aktivalédasat anpiter régi6 megemelkedett H3K4me
szintje kiséri. A specifikusan a H3K4 lizin metid@t katalizalo6 MLL1 (mixed lineage
leukemia 1) metiltranszferaz a forditott CCAAT prater elem és az NF-Y transzkripcios
faktor jelenlétében végzi az MDR1 promoter régidkamrkromatin médositasat. A
metiltranszferaz hianyaban lecsdkkent, a leukéméagbetegedésekben kialakul6 MLL
fuzids fehérje tultermelésével megemelkedett az MIDBnszkripcio mértéke.

A hisztonok poszttranszlaciés modositasai mellettpramoter régi6 DNS
metilaltsaga is szabalyozo6 szergNakayama, Wada et al. 1998; El-Osta, Kanthaedis
al. 2002; David, Yegnasubramanian et al. 2004; Pegk et al. 2008). Az MDR1 gén GC
gazdag 5 szabalyz6é régidja drog rezisztens segtekblacsony metilaltsaga, mig a
promoter régio represszalt allapotban metilalt dgcmatin deacetilélt. A transzkripcio
magas metil-DNS tartalmd MDR1 promoéter esetében B8& nem aktivalhato. Azaz a
promoéter régidban a hisztonok acetilalodasa onnmegalkm indukal génexpressziot, csak
a szakasz hipermetilaltsaganak egyidegokkenéseével.

A drog indukdlta MDR1 génkifejedésben is kimutattak a transzkripcio
epigenetikus szint szabalyozasat. A drog indukci6 sordn az MDR1 lakdsszkrét
régioiban megemelkedik a H3 hiszton acetilacioatgziBaker, Johnstone et al. 2005). A
drogkezelés kivaltotta oxidativ stressz fokozzaARE1 p300 altali acetilalodasat, ezaltal
az MDR1 promoter régioval valo kolcsonhatasat (8ptegy Mantha et al. 2011). A p300
acetilalta APE1 faktor komplexet képez az YB-1 88(pfehérjékkel és etegiti az RNS
polimeraz Il kikot dését. Nem egyértelmhogy a drogkezelés befolyasolja-e az MDR1
gén DNS metilaltsagat. Mig egyes kisérletekben gowdoicin DNS hipometilaciot
okozott (Raguz, Tamburo De Bella et al. 2004), gdaiashol nem valtoztatta meg a
prométer CpG metilaltsagi allapotat (Baker, Johmstet al. 2005).



2.2.5 A multidrog rezisztencia kezelési lehetségei

Tobb vizsgélat kimutatta, hogy a PgP magas szieltjéstkken a tumoros beteg
lekiizdésére (Szakacs, Paterson et al. 2006). Klindsztelés alatt néhany olyan szer all,
amelyek a transzporterek Rbdését gatoljak, azonban szamos egyeb Iehget
vizsgélnak, amelyek alkalmasak lehetnek a multideemjsztens tumorsejtek kezelésére.
Az MDR-ben érintett gének kifejedésének gatldsaval megehet lenne a tbébbszoros
gyogyszerrezisztencia kialakulasa. A PgP transeidjgnak komplex szabalyozéasa eltér
lehet a normal és tumoros szévetekben, mely lskget adhat a tumorspecifikus MDR
ellenes terapiara. Kisérletek alapjan egyes généibdasa gatolhaté a promoterre
specifikus mesterséges represszor fehérjével dlletivalis vagy nemviralis vektorok
segitségével a tumoros szovetbe jutatott antiszaliggmukleotidokkal (Kaszubiak, Holm
et al. 2007; Stein, Walther et al. 2008). Mivel MDR1 gén transzkripcidéjanak
szabalyozdsaban tobb hiszton acetiltranszferaz iggoh deacetilaz részt vesz, ezek
aktivitdsanak befolyasolasa HAT illetve HDAC inhdookkal lehetséget adhat a PgP
kifejez désének gatlaséra. Erre mutat példat a SIRT1 bohi@murensin G MDR1
expresszio csbkkenhatasa doxorubicin rezisztens MCF7 sejtekben (@io, et al. 2010).
Multidrog rezisztens MCF7 sejtek transzplantacigjawkialakitott xenograft egér
modellben is az amurensin G alkalmazasaval a keapmés kezelés hatékonysaga
fenntarthaté (Oh, Cho et al. 2010).

Alternativ multidrog rezisztencia elleni kezeléshét ség lehet olyan kemoterapias
szerek kifejlesztése, amelyeket a PgP nem ismeetdisztratként illetve a sejtbe jutdé drog
koncentraciéjanak emelése a kemoterapias szerefilitijjasanak novelésével (Szakacs,
Paterson et al. 2006). Ezek mellett a tobbszorégypzerrezisztencia elleni kiizdelemben
kihasznalhaté az, hogy az MDR sejtek paradox moééaekenyebbé valnak néhany
anyaggal szemben. Egy masik stratégia alapjan asPgbsztrat citoprotektiv és a nem-
PgP szubsztrat citotoxikus anyagokat egylttesergodidh a multidrog-rezisztenciat
mutaté és normal sejtekbe (Szakacs, Paterson @0@6). Az MDR fenotipusu sejtek
kipumpaljak a véd vegyuletet, mig a normal sejtek nem, igy a citex anyag
specifikusan tudja kifejteni a hatasat (Blagosklpra®01). igy példaul a PgP-t magas

szinten kifejez sejtek elpusztultak a nem-PgP szubsztrat apoptéadukaldé szer



jelenlétében, mert a normal sejteket megvédszpaz inhibitort aktiv transzporttal
eltavolitottak.

Kisérleteinkben egyrészt a HDAC gatlas hatasatIt@dmyoztuk a doxorubicin
érzékeny és rezisztens sejtvonalakban, masrészt H#ibitorok hasznalataval a

doxorubicin rezisztens sejtvonal MDR1 expresszidiarsOkkentésére térekedtink.

2.2.6. A HDAC gatlas hatasa az MDR1 gén expresszibjara

Amig a hiszton acetiltranszferaz inhibitorok csakmégiben kertltek forgalomba,
a hiszton deacetilaz gatlok (HDACI) hatasmechaneanszéles kdrben tanulmanyozott.
Az altalunk alkalmazott trichostatin A potencidiisnorellenes szer, azonban szamos adat
alapjan az MDR1 gén transzkripcidjat is képes imddinik ezaltal multidrog rezisztens
tumorsejtek kialakuldsadhoz jarul hozza (Kim, Kimatt 2009). A trichostatin A tobb
HDAC enzimre képes gatlo hatast kifejteni, azonddrsA aktivalta MDR1 expresszidban
esszencialis szerepe van a HDAC1 enzim gatlasafiak Kim et al. 2009). A HDACI
kezelés hatdsara megemelkedik az MDR1 promoteolvagi a hisztonok acetilaltsagi
szintje (El-Osta, Kantharidis et al. 2002; Davidggriasubramanian et al. 2004; Baker,
Johnstone et al. 2005; Chen, Wang et al. 2005; Kim, et al. 2009; Yatouiji, EI-Khoury
et al. 2007). Ezzel 6sszefliggésben, a HDAC gatiékzkivaltotta MDR1 promoter
aktivalodasahoz szikséges az NF-Y transzkripcikirfkoteséért felek Y box és a -
50GC elemmel kélcsénhatd Spl transzkripcids fajai@nléte (Jin and Scotto 1998; Kim,
Kim et al. 2009). Az emlitett promoéter elemekhez KO transzkripcios faktorokrol
kimutattak, hogy hiszton acetiltranszferaz enzimeédapesek a promoterhez gieni. A
HDACI kezelés nem valtoztatja meg a promoterhedtkd@pl fehérje mennyiségét, de
el segiti egy C/EBP elemb| és a PCAF HAT-bdl 4llé koaktivator komplex kialdésat

A TSA kezelés nemcsak a hiszton acetilaciora latejthatasa révén okoz
génexpresszid-valtozast. Ismert hogy a H3 hisztoetilacié elsegiti a H3K4 lizin
metilaciojat és a HDACIi kezelés hiszton H3 és Hétikario mellett H3K4 metilacid
kialakulasat is indukélja (Nightingale, Gendreizeg al. 2007). A TSA kivaltotta
génatirasnal megfigyelték a trimetilalt H3K4 hisztmarker mennyiségének emelkedését
az MDR1 gén esetében is (Baker, Johnstone et @h; 20m, Kim et al. 2009).



A HDAC gatl6 kezelés nem véltoztatia meg az MDRanpoter CpG metiléltsagi
allapotat (El-Khoury, Breuzard et al. 2007; Kim,nKiet al. 2009) és csak alacsony DNS
metilaltsdgu promoter esetén képes aktivalni a xygnessziot (EI-Osta, Kantharidis et al.
2002; Baker, Johnstone et al. 2005; ElI-Khoury, Beed et al. 2007). Egyes gyomor- és
vastagbél eredetsejtvonalakban sem HDAC gétlo (TSA), sem DNS rratiszferaz gatlo
(5-AC) kezelésre, sem a kezeléseket kombinalvaindaokaldédott az MDR1 kifejealése
(Lee, Park et al. 2008). Tobbek k&zott ez az ereymé arra utal, hogy a HDACI
kivaltotta MDR1 indukcio sejttipus specifikus. Eknbatterében a PI3K (foszfatidil-
inozitol-3-kindz) sejtvonalanként eltéaktivitasa allhat (Kim, Kim et al. 2009).
kifejtheti hatasat. Tian és munkatarsai kimutattédgy drogrezisztens MCF7 sejtekben
TSA kezelés hatasara indukalédott az MDR1 negatjulatoranak, a WTHS3 fehérjének az
expresszidja (Tian, Jurukovski et al. 2005). Ebkeen esetben a TSA a WTH3
kozvetitésével fejti ki MDR1 mRNS szint csokkeritatasat. Ezzel szemben a kissejtes
tud karcinomabol szarmazé drogerzékeny sejtekben a Kezalés az MDR1 gén mellett
a WTHS3 kifejezdését is stimulalta, igy a vizsgalt sejtvonalakleana represszor nem

jatszik kulcsszerepet (El-Khoury, Breuzard et 802).



3. Célkit zések

Célunk az MDR1 gén kodolta PgP kifejes epigenetikus szabalyozasanak vizsgélata
volt doxorubicin érzékeny és rezisztens MCF7 sejakban. A kdvetkez kérdésekre

kerestiik a valaszt:

- A drogrezisztens sejtvonal doxorubicin rezisztgaciisszefiiggésbe hozhat6-e az
MDR1 gén megemelkedett expresszidjaval? Ha kimatattaz MDR1 mRNS
szint nbvekedés, ez génamplifikacionak, magas premaktivitasnak vagy az
MRNS megvaltozott stabilitasanak kdszénRet

- Magas MDR1 promoter aktivitas esetén annak ferdgaltan milyen szerepe van
az epigenetikus szabdalyozasnak, ezen belll a hisatetilacionak? Kordbban is
leirtak, hogy drogrezisztens sejtekben megemelkedilMDR1 transzkripciosan
Johnstone et al. 2005; Chen, Wang et al. 2005nkeonem ismert, hogy mely
lizin aminosavakhoz kapcsolddik acetil csoporttiée a promoéter kromatinjan
kival a gén egyéb régidira milyen hiszton acetddcmodositas jellemz Ezért
célul t ztuk ki az aktiv génnmkodeéssel kialakuld acetil lizin mintazat leirasat a
MDR1 I|6kusz meghatarozott régidinak kromatinjabam @& teljes genomra
kiterjed en.

- Hogyan befolyasolja az MDR1 gén expresszids szingjehiszton acetilacio
modositasa HDAC és HAT inhibitorok segitségével?csbi&kenthet a
drogrezisztens sejtvonalban a magas MDR1 mRNS szihiszton acetilaciot
befolyasolo kezelésekkel?

- Az MDR1 gén hiszton acetilacios mintazatanak kigédaban és fenntartasaban
milyen szerepet tbltenek be a p300, GCN5 és PCAEdn acetiltranszferazok?
Utdbbiak mely HAT komplex részeként vesznek régzesetleges transzkripcids
szabalyozasban?



4. Felhasznalt anyagok és médszerek

Sejtek tenyésztése, kezelése

Az MCF7 emlkarcindbma sejtvonalat és az abbol Ilétrehozott, ddxoin
rezisztens MCF7-KCR sejteket a Szegedi TudomanyegyeOrvosi Mikrobiologiai és
Immunoldgai Intézete bocsajtotta laboratoriumunidedkezésére. Az MCF7 sejtvonalbdl
két éven at tartd szelekciéval, 10 nM-tél 1 pM-imadve a doxorubicin koncentracidjat
alakitottak ki az MCF7-KCR sejtvonalat (Kars, 200Inar, 2008).

A sejteket 37 °C-o0s, 5% CGQartalmu inkubatorban, a kovetkezapkdzegben
tartottuk fenn: RPMI (Sigma), 10% imaktivalt FBS (Sigma), 4 mM glutamin (Sigma),
penicillin, streptomycin és amphotericin B tartalhd antibiotikum-antimikotikum mix
(Gibco). Az MCF7-KCR sejtek médiumat minden masoléen 1 pM doxorubicinnel
egeészitettik ki. A Kkisérletek @l a sejteket néhany napig drog-mentes kbdzegben
novesztettlik. A doxorubicint (Sigma) 1x PBS puftarloldottuk fel, a hasznalt térzsoldat
koncentrcidja: 1 mg/ml (1,72 mM).

A 2 mg/ml koncentr4cidja trichostatin A (TSA, Sighwdat készitéséhez DMSO-t
hasznaltunk. A 20 pg/ml koncentracioju munkaoldaoszolut etanolban vald higitassal
készitetttk. A HAT inhibitor 1l [2,6-bis-(3-bromo-ABydroxybenzylidene)]
feloldasaval készilt. Az actinomycin D (Sigma) bigtiikumot DMSO-ban oldottuk fel.

Az 1 mg/ml koncentracioju térzsoldatot instabildgasiatt 1 honapon belll felhasznaltuk.
Sejtek életképességének vizsgalata

A sejtek életképességének vizsgalatdhoz a mitokemdmetabolikus aktivitdsan
alapuldo MTT assay-t hasznaltuk. A 96 lyuku lemevégzett kisérletben a vizsgalni kivant
vegylletet a sejtekkel 24-72 oran at, 150 pl téafbgn inkubaltuk, majd az MTT
torzsoldatabol 20 pl-t meértik be. 4 oOrés, 37 °Ctomén inkubdlds utan a képdott
formazan kristalyok oldasa 100 pl 10% SDS hozz&addséjszakan at tortént. Az 560



nm-en mért abszorbancia mértékét FLUOstar OPTIMK@Labtech) microplate reader

segitségével hataroztuk meg.
Drog akkumul&cio vizsgalata

A sejtvonalak doxorubicin efflux képességének \dtatihoz a sejteket 4 éraig 25
UM doxorubicin tartalmi kézegben tartottuk fennsejtek tripszines 6sszegtése és
mosasa utan az intracellularis drog mennyiségeétF-Ré€szilékkel (FACSCalibur,
Beckton Dickinson), az FL-2 csatornan valo mérésssejtvonalak drogmentes mintaihoz
viszonyitva hataroztuk meg. Az adatok értékelésibészolasa a CellQuestPro

programmal tortént.
MRNS izolalasa és reverz transzkripcidja

A teljes RNS kivonas a Qiagen RNeasy Plus Kkittetétii, a gyartd utasitasai
alapjan. Genomi DNS szennyetgst | valo6 megszabadulasra a kitben légenomi DNS-
kot oszlopot hasznaltuk. A RNS koncentraciojat a NaopD (ND-1000
Spectrophotometer) segitségével hataroztuk megDKNSc szintézist 1-2 ug RNS-h
random hexamerek és a TagMan Reverse Transcripteagents (Applied Biosystem,
ABI) kit felhasznélasaval végeztik.

Kvantitativ polimeraz lancreakci6 (QPCR)

Az mRNS expressziés szint meghatarozasa €s a Krornmamunprecipitacio
(ChIP) soran kivont DNS mintak vizsgalata real-tifvalos idej) kvantitativ PCR-rel
tortént. A kisérletekhez az ABI StepOne Real-Tin@&RPrendszere allt rendelkezésre. A
PCR-termékek detektaldsdra a SYBR Green és a TagMédszereket egyarant
alkalmaztuk. A SYBR Green alapu detektalds esetBovaer SYBR Green PCR master
mixet (ABI) hasznaltuk. A 15 pl végtérfogatl reakaeverek primerpartél fuggn 50-500
nM koncentracidban tartalmazta a szekvenciaspesifigligonukleotidokat. A hasznalt
primereket a 3. és 4. tablazat foglalja 6ssze.Ralmazott PCR reakcio-korulmeények: 10
perc 95 °C haktivalas, majd 50 amplifikacios ciklus: 15 masadp@s °C, 45 mésodperc
60 °C. Az ezt kovetolvadaspont-analizis a keletkezett termékek s#gét hatarozta meg.
A GCN5 és az MRP1 gének esetében TagMan probatmalktunk a keletkez PCR

termékek kimutatasara, TagMan PCR Master Mix (ABggenst hasznalva.



A cDNS mintak normalizdlasahoz endogén kontrollkédt héaztartasi gén
expresszios szintjét vizsgaltuk: 18S rRNS és (dheddehid-foszfat-dehidrogenaz
(GAPDH). Az egyes gének expresszidjat relativ kwaldissal hataroztuk meg, az
agynevezett komparativ tC(threshold cycle) vagy C; modszert hasznalva. A 2-6
fuggetlen kisérlet eredményeinek statisztikai Kiéetéséhez az Excel Student t-tesztjét

alkalmaztuk. Az abrakon * jel6li a szignifikans tgdasokat (*, p<0,05; **, p<0,01; ***,

p<0,005).

Primerpér neve forward Reverz optimalis
koncentracio
(M)

RPIB prom AGC TTC AGT GCC TGC | ATT CTA CGA GCA ATT 200
CTAGA CCCcCC

MDR up. prom | CCC TAAGCC ATG TAA | TGA CTA TGG CTC CAA 200
CTCTTCG AGC AT

minus exon CTCACTTCAGGAAGC |TTT TTA CTG AGA TGA 400
AAC CA AAC CAA AGA A

MDR GCAGTGGTCTTT CTT | AAA AAC ACG GGC ATT 200

down.prom CAG CA GAT CT

MDR exonl-1 | ACCTGT TTC GCAGTT | GAA GAG CCG CTA CTC 100
TCT CG GAA TG

MDR exonl-2 GCTTTCAGATTT CCT | CTT CAC ACT ATC CAC 100
GAA CTT GGT GCCTCAA

MDR exon7 CGA CAG GAG ATA GGC | ACA CGA CAT TGT TGC 400
TGGTT TGCTT

MDR 3UTR TGT CCAAAC TGC CTG | TCC AAG AAG AAT GAA 400
TGA AT GCC AGA

c-FOS prom TTG AGC CCG TGACGT | TTC TCA GAT GCT CGC 400
TTACACT TGC AGAT

nontranscribed | TAC ACC ACT CAAGGG | TGG AAC TTC TGG AAG 400
AAA CTG GAA ACA CTG GAA

3. tébladzat: A genomi DNS-re specifikus primerek szekvenciemuije és optimalis

koncentracidja. Az oligonukleotidok szekvencigje3siranyu.

primerpar neve forward Reverz optimalis
koncentracio
(nM)
MDR1 CCA GAA GGC CAG AGC| CTG TGA TTG CAT TTG| 100
downs_ mRNA | ATA AG GAG GA




MDR1 TAT TCA GAT ATT CTC| TCCGACTTTAGTGGAAA | 200

ups_mRNA CAG ATT CC GACCTAA

RPIB9 ACC CTG ATT GAT CGG| CCC AGA AGC TAC GAG| 400
TCT TG GAC TTT

PCAF GCC CTA GCT GCT CAT GGT TTT TCA AAT GGG/ 200
GTTTC GGTTT

CFOS GGG GCA AGG TGG AAC| TAG TTG GTC TGT CTC| 50
AGT TATC CGC TTG G

ADA2B CTG CGG GAT GAT TAC| CGC CTT TTC CTT CTQ 50
GAG AT CTTCT

18S rRNS AAA CGG CTA CCA CAT| CGC TCC CAA GAT CCA| 50
CCA AG ACT AC

GAPDH ACC TGA CCT GCC GTQ TCC ACC ACC CTG TTG 100
TAG AA CTG TA

RARa CAGCATCCTGTCCTTGC | AGTCCAAGTAAGAGAAC | 200
AGGCTT ACCCTGGG

P300 CAGATTGATCCCAGCTC | AAA GAA GAC TCG GCG| 100
CATA TTT GA

HDAC1 TGACGAGTCCTATGAGG | CCGCACTAGGCTGGAAC | 100
CCATT ATC

HDAC?2 TGTGAGATTCCCAATGA | GGTAACATGCGCAAATT | 200
GTTGC TTCAA

HDAC3 GAA AAC CTG AAG ATG | TCC TTG TCA TTG TCA| 100
CTG AAC C TGGTCTC

HDAC4 GAGGTTGAGCGTGAGCA| TAGCGGTGGAGGGACAT| 200
AGAT GTAC

HDAC5 GTCTCGGCTCTGCTCAG | GGCCACTGCGTTGATGT | 400
TGTAGA TG

HDACS8 CCAAGAGGGCGATGATG| GTGGCTGGGCAGTCATA | 100
ATC ACC

HDAC10 ATCTCTTTGAGGATGAC | ACTGCGTCTGCATCTGA | 200
CCCAG CTCTC

HDAC11 CAATGGGCATGAGCGAG| TGTGGCGGTTGTAGACA | 100
AC TCC

SIRT1 GCAGATTAGTAGGCGGC| TCTGGCATGTCCCACTA | 100

TTG

TCA




SIRT2 TCGCAGAGTCATCTGTT | GCTTGAACTGCCCAGGA | 50
TGG TAG
SIRT6 ACGTCCGAGACACAGTC | CTAGGATGGTGTCCCTC | 100
GTGGG AGCTCTCC
SIRT7 CGCCAAATACTTGGTCG | GTGATGCTCATGTGGGT | 200
TCT GAG
4. tdbldzat: A cDNS-re specifikus primerek szekvenciasorrede optimalis

koncentracidja. Az oligonukleotidok szekvenciaje3siranyu.
MDR1 gén kopiaszamanak meghatarozasa

Az MCF7 és MCF7-KCR sejtekb fenol-kloroform extrakcioval genomi DNS-t
és QPCR

kvantifikalassal hataroztuk meg az MDR gén kopias#ta Az ehhez sziikséges ismert

vontunk ki, reakcioban egyenmennyiségeket felhasznalva abszolut
kopiaszamu mintédkat a kovetké®ppen készitettik el: Az MDR1 exonl-1 és MDR1
exon7 primerparokkal felsokszorozott genomi DNS gfn@ntumokat pJET1.2blunt
vektorba (Fermentas) ligaltuk a gyartdé utasitasaineegfelelen. A konstrukcidkkal
DH5 kompetens sejteket transzformaltunk, majd a pld2DNS-t HiSpeed plasmid midi
kit (Qiagen) segitségével tisztitottuk. A konstidkbelyességét emésztéssel elketik.
kopiaszamot, a kovetkeképlet alapjan: [DNS témege (g) * 6, 022 x¢3@nol™)]/[DNS
hossza (bp)* 660 (g/bp*mol)]. A plazmid DNS4keészitett higitasi sorozatot hasznaltuk

fel az abszolut kvantifikalashoz.
Antitestek, Western blot

A 5. tablazat foglalja 6ssze a Western blothozlalkaott antitesteket. A kromatin
immunprecipitaciohoz ugyanezeket az ellenanyagbleestznaltuk, kivéve az anti-acetil
H3K9 specifikus antitestet (Diagenode).

A hiszton fehérjék savas extrakciojat az Abcam gkollja szerint végeztuk
(http://www.abcam.com/ps/pdf/protocols/Histone_agtion_protocol.pdf). Ennek alapja,
hogy a hisztonok, méas magi fehérjdkés a nukleinsavtol eltéen, savas kdzegben oldott
allapotban maradnak (Shechter, Dormann et al. 2@0pyotokollt roviden dsszefoglalva,



a sejteket ebb HDAC inhibitort tartalmaz6é (5 mM Na-butirat) 1RBS pufferben
O0sszegyjtottiik, majd a sejtpelletet 0,5% Triton-X-100 degenst és proteaz gatlét
tartalmazé pufferben felszuszpendaltuk. A sejtiizikdbveten a sejtmagokat
lecentrifugaltuk és a savas extrakcid 0,2 N HChdsknalasaval, éjszakan at tortént.
Valamennyi lIépés 4 °C-on folyt.

A hiszton vagy teljes fehérje kivonatok koncentb§i a NanoDrop
spektrofotométerrel hataroztuk meg. Egyemhennyiségeket valasztottuk el a hiszton
fehérjék vizsgalatakor 15%-0s, a teljes fehérjekatok analizisénél 8 %-os SDS tartalmu
poliakrilamid gélen a Mini-PROTEAN Tetra cell rerzés (BioRad) segitségével. Ezt
kovet en a mintakat elektrotranszferrel blotoltuk Miniahs-blot (BioRad) rendszer
felhasznalasaval hiszton kivonatok esetébenn®? a teljes fehérjekivonatok esetében
0,45 mm pérusatmer nitrocelluloz membranra (Trans-Blot Transfer MedjuBioRad).

A membran blokkolasahoz és az ellenanyagok higitesdx PBS-ben feloldott 3 %-0s

tejpor oldatot vagy az ellenanyag gyartojanak tdaai szerinti oldatot hasznaltunk. A
membranon |étrejott fehérje-ellenanyag komplexekutatasa kemilumineszcens reakcio
alapjan tortént, Immobilon Western (Millipore) tomperoxiddz szubsztrat reagens és

rontgenfilm (Kodak) segitségével.

Forgalmazo/ Hasznalt
Ellenanyag ol Allits higitas

H3 Abcam 1:10 000
H3K4ac Millipore 1:5000
H3K9ac Millipore 1:5000
H3K14ac Millipore 1:5000
H4 Millipore 1:10 000
H4K8ac Abcam 1:10 000
H4K12ac Abcam 1:500
GCNS5 IGBMC 1:1000
PCAF IGBMC 1:1000
ADA2B IGBMC 1:1000




Aktin Sigma 1:5000

5. tablazat: A Western blot kisérletekben hasznalt dleges ellenanyagok listdja és

azok higitasai.

Kromatin immunprecipitacié (ChiP)

A kromatin m kddésének, dsszetételének vizsgalatara gyakraimalkatt mdédszer
a kromatin immunprecipitacio (ChlIP) (Collas 2009. ChIP technika segitségével
meghatarozhatod, hogy a vizsgalni kivant fehérjetddNS szekvenciakhoz kadik-e, igy
alkalmas poszttranszlaciosan modositott hisztorfukzton variansok, transzkripciés
faktorok, kromatin modositd enzimek jelenléténeknkiatasara adott génlokusz vagy a
teljes genom szintjén. A kromatin immunprecipit&cldsérleteket az Acetyl-Histone H3
Immunoprecipitation Assay Kit (Upstate/Millipore)oponenseivel végeztik a gyarto
utasitasainak megfelan, kisebb modositasokkal. Roviden dsszefoglahiadem egyes
ChlIP kisérlethez 2xf0sejtet hasznaltunk. A fehérje-DNS kapcsolat fodehiddel valé
keresztkotése utan a sejteket lizis pufferekkelkafel, amelyekhez proteaz inhibitorokat
(PMSF- phenylmethylsulfonyl fluoride, Sigma és Pi@oteaz inhibitor koktél, Sigma)
illetve 150 ng/ml koncentracidban hiszton deacetitdibitort (trichostatin A) adtunk. Ezt
kovet en a kromatint a BioRuptor (Diagenode) szonikaemitségével 200-500 bp hosszu
darabokra fragmentaltuk. A szonikalt DNS meéretékemesztkotés feloldasa és DNS
preparalast koveen gél elektroforézissel ellenztik (4. abra).

A kromatin 4°C —on, 1 Ordig torténel tisztitAsdhoz a lazac sperma DNS-sel
blokkolt, 50 %-0s protein A agar6z oldatbdl 60 hasznaltunk. A megfeleimennyiség
ellenanyag hozzaadasa utan az antitest/antigén/Kixplex kialakulashoz éjszakan at
4°C-on inkubaltuk a mintat. A lazac sperma DNShkéekkolt, 50%-0s protein A agardzzal
(60 ul) megkotott komplex moséasa €s a gyongyokald elualasa utan a keresztkotés
felolddsa 65°C-on, 4 o6ras inkubaldssal tortént. NSDcsapadékot a fenol/kloroform
extrakcio és az etanolban val6 kicsapas utan 8X (IE pufferben oldottuk fel. A QPCR

reakcio templatjaként 2,5 pl DNS kivonatot mértiek



Az egyes ChIP-QPCR reakciok elemzésénélka&rEkek segitségével szamoltuk
ki, hogy a bevitt (input) DNS kontrollhoz képest imgi DNS precipitalédott az adott
mintaban (input%). A bevitt DNS mérésére az immenmitacidé nélkili kromatin minta
1%-a szolgalt. Az immunprecipitalt minta sajat IevDNS kontrolljahoz vald
normalizélaséra a kdvetkeformulat hasznaltuk: 2 <V, ahol Cr= Cr fmmunprecipitalt mintar
Cr inpug- A 2-6 fuggetlen kisérlet eredményeinek statisatikiertékeléséhez az Excel
Student t-tesztjét alkalmaztuk. Az abrakon * jeBlszignifikans valtozasokat (*, p<0,05;
** p<0,01; *** p<0,005).
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4. é&bra. A kromatin fragmentalasat kovet DNS-méret ellenrzése.A szonikalast
kovet en a DNS-fehérje keresztkotést feloldjuk, majd a3atNbroteaz kezelés utan

fenol-kloroform extrakcioval tisztitjuk és méreti@o-os agardz gélen ellemzzik.
M-DNS molekulasuly marker

Kis interferadl6 RNS (siRNS) alapu géncsendesités

A GCN5 (Ambion), ADA2B (Ambion) és PCAF (Dharmacaspecifikus valamint
a negativ kontrollként alkalmazott, specifikus Gwiz nem kapcsolodd (Dharmacon)
SiRNS oligonukleotidok transzfekciojahoz DharmaFECT (Dharmacon) siRNS
transzfekcids reagenst haszndltunk, a gyartd atasitak megfeleen. A GCN5 siRNS
molekuldk a gén 5. illetve 15. exonjéra specifibligonukleotidok. Az ADA2B és PCAF



siRNS molekulak a specifikus gének 2. exonjaihopekék hibridizalni. A protokollt
roviden dsszefoglalva, a sejtek osztasa utan 2abda | DharmaFECT reagens és 50 nM
SiRNS oligonukleotid Opti-MEM szérummentes médiumbeubalt keverékét mértik az
antibiotikum-antimikotikum mixet nem, de szérumaé @lutamint tartalmazo, 2 mi
térfogatl RPMI tartalmua tenyésedénybe. Médiumcsere nélkil, 48 éra elteltével B8R
szint , illetve 72 6ra utan a fehérje szintaltozasokat vizsgaltuk teljes RNS illetve fehérje

kivonat készitésével.



5. Eredmények

5.1 Az MDR1/ABCB1 vagy MRP1/ABCC1 gének megntvekedekifejez désének
illetve a gének amplifikacidjanak lehetséges szerep a doxorubicin

rezisztenciaban

Az MCF7 emlkarcinbma sejtvonal érzékeny a kemoterapias szasrekronban
szamos drogrezisztens alvonalat hoztak létre IdelFairchild, vy et al. 1987).
Vizsgalatainkhoz a doxorubicin kemoterapis szerezisztens MCF7-KCR sejteket
hasznaltuk, melyet az MCF7 sejtekldokozatos drogszelekcidval alakitottak ki (Kars,
Iseri et al. 2006). A sejtvonalak jellemzésekénsedr meghataroztuk, milyen mértékben
gatolja a drog a doxorubicin érzékeny és reziszsejtek életképességét. A doxorubicin a
DNS szalak kozé interkalalédo, ezaltal DNS karosbddvaltd antraciklin drog (Kars,
Iseri et al. 2006). Az MTT assay alapjan amig acdokicin fél-gatlé dézis (Igy half
inhibitory dose) értéke az MCF7 sejtekben 0,5 ptitliqgaz MCF7-KCR sejtekben 50 uM
(nem abrazolt adatok). Ezzel dsszefliggésben, a ak&gmulacios vizsgalat szerint a
drogérzékeny sejtekben magasabb a doxorubicirceltdaris koncentracioja (5. a abra).

Az MCF7-KCR sejtvonal nagymérték doxorubicin  rezisztenciajanak
kialakulasdban szerepe lehet az MDR1 vagy MRPllgéaiezott transzkripcidjanak. A
génexpresszio vizsgalatdahoz mRNS-t tisztitottuskejivonalakbdl és reverz transzkripcio
kapcsolt QPCR-t (RT-QPCR) veégeztiink, exon spedfikwimerek hasznalataval. Azt
talaltuk, hogy az MDR1 mRNS szintle 5 nagysagrehddagasabb a drogrezisztens
MCF7-KCR sejtekben, mint a drogérzékeny MCF7 sbgek(5. b abra). Ezzel szemben
az MRP1 transzkripciojaban egy nagysagrendnyi Kigég van a két sejtvonal kozott. Az
MDR1 upstream promoter aktivitasanak meghataror@sar ezt kovet (-1) exon
tartalmd mRNS szintjét vizsgaltuk RT-QPCR kiséretbEz alapjan egyik sejtvonalban
sem aktivalddott a downstream promoétettl2 kb tavolsagra lévupstream transzkripciés
start hely (Abran nem mutatva).

Az MDR1 upstream transzkriptumanak mennyiségeetiathegvizsgaltuk az ezzel
a promoterrel atfecken, a DNS masik szalarol atirodé RPIB9/ RUNDC3B gén



kifejez désének mértékét, melynek expressziéja amioros sejtekben aktivalodik
(Raguz, Tamburo De Bella et al. 2004). Ekarcinoma sejtvonalaink mellett
meghataroztuk az U20S oszteoszarkOma sejtvonakban gén expresszios szintjét. A
vartnak megfelelen, az RT-QPCR kisérletek alapjan az MCF7 sejtekaenU20S
sejtekhez képest nagymértékben megemelkedett adigzismeretlen funkciéju gén
MRNS szintje (6. abra). A drogrezisztens sejtvaarala drogérzékeny sejtvonalhoz képest

tovabbi 25-sz6ros mértékbentha génexpresszio szintje.
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5. dbra. A drog akkumulaci6 mértékének illetve az MDR1 és MMR1 drog
transzporter gének expresszidjanak 6sszehasonlitaddCF7 és MCF7-KCR
sejtekben. a, A sejtek fluoreszcenciajat a 4 6ras, 28 koncentracidju
drogkezelést kovet FACS analizissel hataroztuk meg, a kiértékeléshez
CellQuestPro programot hasznaltuk. A grafikonon dlUg8getlen kisérlet egy
reprezentativ mérési eredmeénye szerdpeh gének mRNS szintjét RT-QPCR-rel
vizsgaltuk 3 flggetlen kisérletben. Az abran a ABNS endogén kontrollhoz valo
normalizalas utani, MCF7 sejtekben mért értékekhszonyitott relativ expresszio
van feltiintetve. A grafikon y tengelye logaritmikheosztasu. * jeldli az MCF7-

KCR sejtvonal MCF7 sejtekk szignifikansan eltér értékeit.



6. abra. Az RPIB9 gén expresszidjadnak dsszehasonlitisa MCAVICF7-KCR és
U20S sejtekben. A gén mRNS szintjét RT-QPCR-rel vizsgaltuk. Azd&@ba 18S
rRNS endogén kontrollhoz valé normalizalas utariO$ sejtekben meért értékhez
viszonyitott relativ expresszio van feltlintetvegrafikon y tengelye logaritmikus
beosztasu. * jeloli az MCF7 és MCF7-KCR sejtvonalalROS sejtekt
szignifikansan eltérértékeit.

A nagymérték MDR1 mRNS expresszidhoz hozzajarulhat a gén aikgdiidja,
ezért genomi DNS-t preparaltunk, majd kvantitat@RPsegitségével 6sszehasonlitottuk az
MCF7 és MCF7-KCR sejtvonalak MDR1 kopiaszamat @fag Megallapitottuk, hogy a
gén harmincszoros kopiaszamban van jelen a dragtenis sejtekben az MCF7 sejtekhez
képest. Az abszolut kvantifikdlassal kapott eredyekat relativ QPCR segitségével is
meger sitettik (nem abrazolt adat). Mindez arra utal, yhagnden egyes génkdpiarol
koralbeltil  2500-szoros mennyiségben képk transzkriptum az MCF7-KCR
sejtvonalban. Tehat a megntvekedett MDR1 mRNS-sgseben a génamplifikacidnak
k6szbnhet, de valdszinleg epigenetikai valtozasok is hozzajarulnak a maliDR1
promoéter aktivitashoz.

A drogrezisztens sejtek magas MDR1 mRNS szintje &getben nem kizarélag az
aktiv génmkddésnek kdszonhet(Yague, Armesilla et al. 2003; Baker, Johnstonalet
2005). K562 mieloid leukémia és CEM-Bcl2 T-sejteskémia sejtvonalakban kimutattak,

hogy drog-indukci6 és drog-szelekcid hatasara az RWMDgén kifejezdésének



poszttranszkripcidos szabalyozasa valtozik meg. Erkizvetkeztében az MDR1 mRNS
stabilizalodik, illetve felszabadul a transzlacidlekk aldl. Az altalunk dsszehasonlitott
sejtvonalakban ezért megvizsgaltuk, hogy a magafRMmBanszkriptum szinthez nem
jarul-e hozza az mRNS féléletidejének megnévekedédmgrezisztens sejtekben. Ennek
soran actinomycin D transzkripcio gatldszerrel nkagiélyoztuk az Uj transzkriptumok
képz dését, és meghataroztuk a meglémennyiségét a kezelést koven 4 és 24 éraval
kés bb (8. abra). A kontrollként vizsgalt, révid félatee)] RARa mRNS hasonlo
stabilitasa az actinomycin D kezelés hatékonysagdtiatjia mindkét sejtvonalban. Az
MDR1 mRNS stabilitAsaban eltérés mutatkozik a dijéeny és drogrezisztens
sejtvonalak kozoétt. Mivel az MCF7 sejtekben hosbzabtranszkriptum féléletideje, az
MCF7-KCR sejtek magas MDR1 mRNS szintjét nem a képz mRNS stabilitasanak

megemelkedése, hanem a gén megndvekedett transakrgktivitasa okozhatja.

7. ébra. Az MDR1 gén kopiaszaménak o6sszehasonlitasa MZ és MCF7-KCR
sejtvonalakban. A sejtekb| genomi DNS-t vontunk ki, majd QPCR reakcidban
egyenl mennyiségeket felhasznalva abszolut kvantifik@absitaroztuk meg az
MDR gén kopiaszamat, a gén el§MDR exonl-1) és hetedik (MDR exon7)
exonjara specifikus primerek segitségével. Az abmanMCF7-KCR sejtek 2
Kisérlet alapjan szamolt atlagos relativ génkopmanms szerepel, az MCF7

sejtvonal értékeihez vald viszonyitas utan.



8. abra. Az MDR1 mRNS féléletidejének 6sszehasonlitaddCF7 és MCF7-KCR
sejtvonalakban. Alkezelt kontroll és 10 g/ml actinomycin D transzkripcio
gatlészerrel kezelt MCF7 (szurke négyzet) és MCERK(fekete haromszdg)
sejtekb| 4 és 24 Ora elteltével RNS-t izolaltunk. RT-QP@Rkciéval hataroztuk
meg az MDR1 és kontrollként a révid féléletidgjARa gének mRNS szintjét. Az
abran a 18S rRNS endogén kontrollhoz valé normiakzatani, alkezelt mintdhoz

viszonyitott relativ mMRNS mennyiség van feltiintetve

5.2A megnovekedett génmkodéshez epigenetikai valtozasok jarulhatnak hozza

Az MDR1 transzkripcio epigenetikai szabalyozasatakulmanyozasahoz a gén
egyes régioira jellemzhiszton acetilacios mintazatot kromatin immungpgacio (ChlP)
segitségével vizsgaltuk. Az acetil lizin specifikeienanyagokkal precipitalt, majd
tisztitott DNS preparatumban kvantitativ PCR reékal hataroztuk meg az MDRL1
specifikus régiok mennyiségét. Az upstream és doeasy promoterre, a promoéterek
utani els exonokra, a kodold régiéban (Un. géntestben) latedik exonra és a 3° UTR
(untranslated region) régiora specifikus primereki&hlmaztunk. Emellett vizsgaltuk az
MDR1 upstream promoter régiojaval atfet, a DNS masik szalarol atirodd gén, az
RUNDC3B/RPIB9 gén promoterét (9. abra). Pozitivtkoliként az aktivan atirt és magas
hiszton acetilaltsagot mutatdé cFOS gén promoétersz£alin and Mahadevan 2005)
vizsgaltuk (az abrdn nem mutatvA).cFOS a retroviralis vFos protoonkogén homoldgja
(Milde-Langosch 2005). A Fos-csalad tagjai a Juréfggkkel dimerizalédva hozzak létre



az AP-1 transzkripciés faktor komplexeket. A cF@fit azonnali korai gén (IE), gyorsan
és tranziensen indukalddik a mitogének vagy strhasZsara aktivalodé mitogén aktivalta
protein (MAP) -kindz kaszkad részeként (Lee and adiaiwan 2009). Az MCF7
eml karcinoma sejtek proliferdlodasanak feltétele aekédési faktorok jelenlétében
kialakul6, cFOS tartalmi AP-1 komplex jelenléte, edyna ciklin D és E2F fehérjék
expresszidjat szabalyozza (Lu, Shen et al. 200®nShJray et al. 2008). Szamos
drogrezisztens sejtvonalban a cFOS transzkripcidgivitisa megemelkedett a
drogérzékeny sejtvonalakhoz képest (Scotto 2008)nlzan az MCF7 és MCF7-KCR
sejtekben a gén egyforman magas expresszios sgm Aabrazolt adat). Negativ
kontrollként a 6-os kromoszéma egy at nem irddérgenikus régidjat hasznaltuk (az

abran nem mutatva).

9. abra. Az MDR1 gén szerkezeteAz als6 vonal az ABCB1/MDR1, a felyvonal a
DNS masik szalarol, az MDR1 génnel atfed atircdo RUNDC3B/RPIB9 gén
szerkezetét mutatja. A keresztvonalak az exonakiattmlizaljak, melyek kozul
néhany szammal jelolt. A legals6 sorban a ChIP iutdmantitativ PCR-hez
felhasznalt primerek neve és pozicidja van feltinete a negativ és pozitiv

kontrollként vizsgalt régiokra specifikus primeidkételével.

ChIP kisérleteink soran azt talaltuk, hogy az MDRAsgalt régidiban az acetilalt
H3K4 mennyisége az MCF7 sejtvonalban atlagosan é&sdgzer magasabb, mint az
ellenanyag nélkul precipitalt, a nem specifikus ldattér kotdést mutatd negativ kontroll
minta értéke (az abran nem mutatva). Ezzel szensbéwontroll cFOS gén promoter

V4

tanulmanyozott réegiéban (10. a abra). Tehat az MGEjekben az MDR1 gén



kromatinjaban alacsony az acetil H3K4 lizin menégs. Az MCF7-KCR sejtvonalban
enyhén magasabb a H3K4 lizin acetilacios szintjiBR1 downstream prométer, az els
exon és a hetedik exon régioiban, mint az MCF#&ge#l ezen kromatin szakaszain. Az
acetilalt H3K9 mennyisége, hasonloan az acetil H3Kiéh mennyiségéhez, alacsony a
drogérzékeny sejtekben az MDR1 gén teljes kron@iar) a cFOS promoter régidhoz
viszonyitva (10. b &bra). Azonban a drogrezisztgjssonalban kiemelkeén magas a
downstream promoter €s az elexon régbéiban a modositas mértéke; az MDR1 gént
alapszinten kifejez sejtvonalhoz képest 60-szor, illetve 110-szer té@bdtilalt H3K9 lizin
van jelen az MDR1 mRNS-t tultermelsejtvonal ezen régidiban. Az MCF7-KCR
sejtekben kismérték szignifikans emelkedést mutattunk ki az RPIB9 g#omoéter
van jelen mindkét sejtvonalban, valamennyi tanulypeaott MDR1 és kontroll kromatin
szakaszon (10. ¢ &bra). A H4K8 acetilalt lizin mgsége kis mérték szignifikans
emelkedést mutat a drogrezisztens sejtvonalban@RMels és hetedik exon, a 3'UTR
€s a negativ kontroll régiok kromatinjaban a dregkeny sejtvonalhoz viszonyitva (10. d
abra). Az acetil H4K12 szintjében szignifikans kibdéget nem mutattunk ki a sejtvonalak
kozo6tt, a modositas az at nem irddd génszakassgegyez mértékben mutathato ki az
MDR1 gén kromatinjaban, szemben a négyszer naggaBket mutatdé cFOS promoéterrel
(10. e &bra).

A DNS nukleoszomakkal valé fedettségének vizsgaatposzttranszlacios
moédositastol fluggetlen, H3 hiszton specifikus @lgraggal hataroztuk meg a hisztonok
mennyiségét. A két sejtvonalban az egyes régidkridsH3 hiszton szintje azt igazolja,
hogy az acetil lizinek mennyiségi kilénbsége nem aabtt kromatinszakasz eltér
nukleoszomaszamanak kovetkezmeénye (10. f abra).rofrezisztens sejtvonalban az
MDR1 els exonjaban és mindkét sejtvonalban a cFOS proméggdjaban alacsonyabb a
H3 hiszton mennyisége, ami azzal magyardzhatd, hagyaktivan atirédé gének
transzkripcids iniciacios helye nukleoszOmamenkasugarides 2007) és a transzkripcios
start hely kérnyezetében lecsokken a nukleoszémaka (Wang, Zang et al. 2009). A
ChIP kisérletek eredmeényeit 0sszegezve, a vizsh@rton modositasok koziul a
drogrezisztens sejtek megnovekedett MDR1 expresszidtjével leginkdbb a H3K9 lizin

acetilacids szintje korreldl.



10.abra. Specifikus acetil lizin modositasok szintie az MDR3Zjén meghatarozott
régioiban és kontroll gének kromatinjaban.MCF7 (soététsziurke) és MCF-KCR
(vilagosszirke) sejtekkel H3K4ac (a), H3K9ac (bBKH4ac (c), H4K8ac (d),
H4K12ac (e) és H3 (f) ellenanyagokkal kromatin inmprecipitaciot végeztink. A
precipitalt DNS mennyiségét kvantitativ PCR reakeid hataroztuk meg, majd a
bevitt (input) kromatin szazalékaként kifejezve taituk fel. Az abran 2 -5
fuggetlen kisérletd szamolt atlag és széras szerepel, * jeldli az MBER sejtek

azon értékeit, amelyek szignifikansan eltérnek & sejtekben mért ertékekt

Mivel az MDR1 gén kromatinjaban az egyes acetih&k szintjében nagy eltéréest
mutattunk ki a sejtvonalak kodzott, kivancsiak vkjta genomi szint hiszton acetilacio
mértékében lathaté-e kilonbség a drogérzékenyoggahisztens sejtek kozott. A Western



blot kisérletekben 6sszehasonlitottuk a drogéraékés drogrezisztens sejtekben a
H3K4ac, H3K9ac, H3K14ac illetve H4K8ac és H4K12aetd lizinek mennyiségét (11. a,
b, c, d, e dbrak, 1. és 3. oszlop). Azt talaltudgyhamig az alacsony MDR1 expresszidju
sejtvonalban az acetilalt H3K4 és H3K9 alig muttihki, addig azonos kérilimények
kozott ezeknek igen magas szintje detektalhato BRMgént tllexpresszald sejtvonalban.
Nagyobb mennyiségben van jelen az MCF7 sejtekberacatilalt H3K14, H4K8 és
H4K12, de ezek szintje éppugy magasabb az MCF7-ks€jiekben. A drogrezisztens
sejtekben kimutatott magasabb genomi hiszton atisély arra utal, hogy a vizsgalt
hiszton modositasok kialakitasanak ill. fenntamakda szabalyozdsa az MCF7-KCR
sejtekben eltér a kiindulasi MCF7 sejtvonalhoz lsépe

A globdlis és az MDR1 gén szinhiszton acetilaltsag vizsgalata kulonbségeket tart
fel a drogérzékeny és drogrezisztens sejtvonalakzotkd A tObbszo6ros
gyogyszerrezisztencia epigenetikai szabalyozasanakabbi tanulmanyozasahoz
trichostatin A (TSA) hiszton deacetildaz gatloszekezeltik a sejteket. A Western blot
kisérletek azt mutatjak, hogy a kezeletlen kontdvhgérzékeny sejtvonalban tapasztalt
alacsony globalis acetilaltsagi szint a TSA kezdftekben a H3K4, H3K9 és H4K12
lizinek esetében nagymeértékben, mig a H3K14 és &8HHzinek esetében kisebb
mértékben megemelkedik ( 11. a, b, ¢, d, e, abigk)megkozeliti vagy eléri az MCF7-
KCR sejtekben tapasztalt acetil lizinek mennyiségéd azt nem haladja meg. A
drogrezisztens sejtekben a hiszton acetilaltsagprgemeértéke nem valtozott. Ezek az
adatok egyrészt azt mutatjak, hogy az altalunk s SA-koncentracié hatékony, a vart
hatdst valtja ki a doxorubicin érzékeny sejtekbBlasrészt a doxorubicin rezisztens
sejtekben a valtozatlan szinhiszton acetilacié arra utal, hogy a magas atietil szint

tovabb mar nem emelhet



11.4bra. A specifikus hiszton acetilaltsag genomi s#i vizsgalata kontroll és
TSA kezelt MCF7 és MCF7-KCR sejtekbenA 24 6rdig DMSO-val alkezelt és
50 ng/ml trichostatin A-val kezelt MCF7 és MCF7-KCsejtekbl hiszton
kivonatot készitettlink, majd 10-1@ fehérjeminta és acetil H3K4 (a), acetil H3K9
(b), acetil H3K14 (c), acetil H4K8 (d) és acetil K& (e) ellenanyagok
felhasznalasaval Western blot kisérletet végeztBels kontrollként ugyanazon a

membranon a modositatlan H3 ill. H4 hiszton merggyés vizsgaltuk.

5.3Hiszton deacetilaz gatlas génexpressziora és a hisz acetilaltsagra kifejtett
hatasa eltér a vizsgalt sejtvonalakban.

A kovetkezkben a hiszton deacetilaz gatlds génexpresszidgteki hatasat
vizsgaltuk meg. Az altalunk hasznalt trichostatirrod mely tobb tipusi HDAC enzim
inhibitora, kimutattak, hogy szamos gén expresaritjefolyasolva képes a sejtciklus
blokkolasara, sejtdifferencialodasi és apoptotilagamatok kivaltasara (Johnstone 2002).

Ezek alapjan igéretes tumorellenes terapidas shet,l@zonban az Gjabb tanulmanyok



szerint a TSA az MDR1 gén transzkripcidjat is képesdukalni, ezaltal hozzajarul a
multidrog rezisztens tumorsejtek kialakulasahoz(KKim et al. 2009).

24 oras TSA kezelés utan meghataroztuk az MDR1RBPMaz MDR1 upstream
promoéterrel atfed RPIB9 és kontrollként a GAPDH és cFOS mRNS-sZingérelativ
génexpresszo szintjét, a 18S rRNS endogén kondollalé normalizalas utan, az alkezelt
kontrollhoz viszonyitva hataroztuk meg. A drogéemdk sejtvonalban a TSA kezelés
MDR1 expressziot indukalt, az irodalmi adatoknak gfekel en (12. a abra). A
doxorubicin akkumulacio mértekét meghataroz6 FAG&iais alapjan a képd MRNS-
b | termeld transzporter fehérje rkod képes (12. b abra). A magasabb TSA-
koncentracié hatasara kismértdRPIB9 és cFOS mRNS szint ndvekedés is torténtelEzz
szemben a drogrezisztens sejtvonalban a TSA kezedds okozott nagymerték

génexpresszio valtozast egyik vizsgalt gén esetében(12. c abra).



12.4bra. A TSA kezelés hatasa a génexpressziorICF7 (a) és MCF7-KCR (c)
sejtek 24 oras kontroll (DMSO), 50 ng/ml (halvanyke) és 100 ng/ml
vizsgaltuk RT-QPCR-rel. Az abran a 18S rRNS endogéntrollhoz vald
normalizalas utani, alkezelt kontrollhoz viszonttiteelativ expresszio szerepel. *
jeldli a kezelt mintak kontrolltél szignifikansarter értékeit. b, MCF7 sejtek 24
analizissel vizsgéltuk a doxorubicin akkumulaciért@iét. A bal oldali grafikonon
a 3 flggetlen kisérleth szamolt, a kontroll mintdhoz viszonyitott relativ
fluoreszcencia intenzitas eértékeinek atlaga szérefpejobb oldali dbran egy

reprezentativ mérés eredménye lathato.



Annak kimutatasara, hogy a TSA okozta géhdués-valtozas hatterében all-e
epigenetikai valtozas az MDR1 kromatinjaban, acdtiin specifikus kromatin-
immunprecipitaciét végeztink. A HDAC inhibitor haéda az MCF7 sejtekben specifikus
régiokban szignifikansan megemelkedett a H3K4 éKH3izinek acetilaltsaganak
mértéke (13. a, és b, 4brak). Az acetil H3K4 mddssésetében az RPIB9 gén promoter
kromatinjaban atlagosan 6tsz6ros novekedeést tagdas#t. A TSA hatasara MCF7
sejtekben kialakulé acetil H3K4 szint a transzkidgcstart helyet kévetés a géntestben
lév exon kromatinjdban a kezeletlen MCF7-KCR sejtgkitemz mértéket éri el. A
H3K9 lizin acetilaltsagi szintje a promoterek éspmmotereket kovet els exonok
kromatinjaban emelkedett meg, atlagosan hatszoésekiben. Ez azonban a kezeletlen
MCF7-KCR sejtekhez képest a downstream promoteazégls exon esetében tizszer
illetve korulbelll huszszor alacsonyabb acetilgisZintet jelent. Az acetil H3K14, acetil
H4K8 és acetil H4K12 mennyiségében jelaenszignifikans valtozds nem tortént a TSA
kezelés hatasara (13. c, d, e, f, abradk). Az MCERKsejtek esetében a H3K4, H3K9,
H3K14 és H4K8 lizinek acetilaltsaga hasonlé mértakkezeletlen és HDAC gatlészerrel
kezelt mintakban, azonban a kontrollhoz képestmatayi RPIB9 és MDR1 specifikus
régidban szignifikansan, atlagosan tizszer magaaatk12 acetilaltsaga a TSA kezelést
kovet en (13. g-1 dbrak)Az MCF7 sejtekben tapasztalt acetil H3K4 és H3Ktsz
novekedés korreldl a TSA hatasara indukalodé MDRRPEIB9 expresszioval, mig az
MCF7-KCR sejtekben bekovetkez acetii H4K12 mdbdositas mennyiségének
emelkedésével egyideégg nem torténik génexpresszié valtozas.






13.4bra. Az MDR1 gén meghatérozott régidinak hiszton eetilaciés mintazata
kezeletlen és TSA kezelt mintdkbanKezeletlen (sotétszirke) és TSA kezelt
(vilagossziurkeMCF7 (bal oldal) és MCF-KCR (jobb oldal) sejtekkEl3K4ac
(a, g), H3K9ac (b, h), H3K14ac (c, i), H4K8ac (d,H4K12ac (e, k) és H3 (f, I)
ellenanyagok felhasznaldsaval kromatin immunpregipt végeztink. A
precipitalt DNS mennyiségét kvantitativ PCR reakeid hataroztuk meg, majd
az input kromatin szazalékaként kifejezve tuntefglkAz abran 2 -5 fliggetlen
kisérletb | szamolt atlag és szoras szerepel, * jeldli az Keaelt sejtek azon

értékeit, amelyek szignifikansan eltérnek a kelsxetejtekben mért értékekt

5.4 A HDAC gének kifejez désének szerepe a drogrezisztens sejtek megvaltdzot

hiszton acetilaciés szintjének szabalyozasaban.

A globélis és az MDR1 gén szinhiszton acetilaltsag vizsgéalataval kilénbségeket
mutattunk ki a drogérzékeny és drogrezisztens aefifak kozott; az MCF7-KCR
sejtekben specifikus acetil lizinek szintje megedmadett a teljes genom és az MDR1 gén
kromatinjaban is. A magas globalis hiszton acatkicszintet a megemelkedett HAT
aktivitas és/vagy a lecstkkent HDAC aktivitas okatiln Az egyes HDAC csoportba
tartoz6 gének expresszidjat vizsgalva azt taléltoégy az MCF7-KCR sejtekben a
HDACS gén kifejezdése 6, 5-szeres mértékben megemelkedett, ugyanakkiiRT7 gén
expresszioja 40%-ra lecsokkent az MCF7 sejtekbehenészintjikhtz képest (14. abra).
Emellett kismérték szignifikans mRNS szint emelkedés mutathaté ki RAB10 és
SIRTS, illetve csokkenés a HDAC11 gén esetéberiha HDAC expresszidés mintazat azt
mutatja, hogy a drogrezisztens sejtekben megvétt@gyes hiszton deacetilaz enzimek
kifejez dése, mely szerepet jatszhat az egyes specifikatil dzinek szintjeének

nagymeértek megemelkedésében.



14.abra. Hiszton deacetilazok expresszidés szintjénekizggalata MCF7 és
MCF7-KCR sejtvonalakban. A HDAC | (HDACL1, 2, 3, 8), Il (HDACA4, 5,
10), Il (SIRTY, 2, 6, 7) és IV (HDAC11) -es csofima tartozé gének mRNS
szintjét RT-QPCR-rel vizsgaltuk. Az abran a 18S 8Réhdogén kontrollhoz
valé normalizalas utani, MCF7 sejtekben mért élkbke viszonyitott relativ
expresszid van feltlintetve. A grafikon y tengelpgdritmikus beosztasu. *
jeldli az MCF7-KCR sejtvonal MCF7 sejtekiszignifikansan eltér értékeit.

5.5 PCAF és GCN5 hiszton acetiltranszferazok gatldsaka génexpressziora

kifejtett hatasa eltér a vizsgalt sejtvonalakban.

Korabban kimutattak, hogy az MDR1 gén kifejdésének szabalyozasaban részt vesz
a PCAF hiszton acetiltranszferaz, ezért kivancsiakunk arra, a PCAF nkddése
hozzajarul-e a drogrezisztens sejtek magas szMDR1 &tirodasahozA gén és
homolégja, a GCN5 mMRNS és fehérje szinkifejez dését a sejtvonalakban
0sszehasonlitva azt talaltuk, hogy a drogreziszemjekben a PCAF kis meértékben
csokkent aktivitdsat a GCN5 kifejetesének emelkedett szintje kompenzalja (15. éa,16.

c abrék, jobb oldal, 1. és 3. oszlop).



15.abra. Hiszton acetiltranszferazok expresszids szigdnek vizsgalata MCF7
és MCF7-KCR sejtvonalakban. A PCAF, GCN5 és p300 gének mRNS
szintjét RT-QPCR-rel vizsgaltuk. Az abran a 18S #Réhdogén kontrollhoz
valé normalizalas utani, MCF7 sejtekben mért ékbke viszonyitott relativ
expresszid van feltlintetve. A grafikon y tengelpgdritmikus beosztasu. *

jeléli az MCF7-KCR sejtvonal MCF7 sejtekiszignifikansan eltér értékeit.

Hogy megallapithassuk a PCAF szerepét az MDR1 zkaipsidjaban, specifikus
SiRNS transzfekcioval gatoltuk a PCAF kifejeését. A siRNS-kezelés hatdsara mindkét
sejtvonalban lecsokkent a PCAF mRNS és fehérje misdge (16. a 4bra). Ezzel
parhuzamosan az MCF7 sejtekben a kontroll mint&iépest 75 %- kal kevesebb MDR1
transzkriptum képzd6tt, mig az MCF-KCR sejtekben nem tértént valtoaasMDR1
MRNS szintjében (16. b &bra). Vizsgaltuk a PCAFztbis acetiltranszferazzal nagy
homoldgiat mutatd GCN5 specifikus sSiRNS kezelés ekiiezmenyeit is. A SiRNS
transzfekcié hatdsara mindkét sejtvonalban eredesamy lecsokkent a GCN5 mRNS és
fehérje mennyisége (16. c 4bra), de ez nem okealitizdst az MDR1 transzkripciojaban
egyik esetben sem (16. d abra). Az ADA2B (transional adaptor 2BHAT-komplex
alegység hianyaban a PCAF vagy GCNS5 tartalmiu SAGgetdn acetiltranszferaz
komplexek nem nmkéd képesek (Nagy, Riss et al. 2010). Az ADA2B sikaresndesitése
(16. e abra) az MCF7 sejtekben 50 %-0s MDR1 mRN®-g5ést eredményezett, de az
MCF7-KCR sejtekben nem valtoztatta meg a vizsgéh gifejez dését (16. f abra) A
homolég HAT fehérjék egyidejcsendesitése nemcsak az MCF7 sejtekben, hanem az
MCF7-KCR sejtekben is az MDR1 transzkriptum menégének csokkenését

eredményezte (16. g és h abrak).



A siRNS kivaltotta géncsendesitési kisérletek antalnak, hogy az MDR1
alapexpresszidjaban szabalyoz6 szerepe van az AD&®Bmu PCAF HAT komplexnek.
Ez egy Ujabb példat mutat arra, hogy az egymas8atlk rokon GCN5 és PCAF
enzimtartalmu komplexek eltércélgéneket szabalyoznak. A drogrezisztens sej@agas
MDR1 mRNS szintjének cstkkenése csak a GCN5 és Regiide) gatlasaval érhetel,
mely azt mutatja, hogy a homolég HAT-ok egymasyieesitve képesek a magas MDR1

MRNS mennyiség fenntartasara.






16.abra. Egyes SAGA tipusu hiszton acetiltranszferaz dmplex alegységek
siRNS alapu csendesitésének hatasa az MDR1 expréssz a, c, e, g,Az
MCF7 (sotétszirke) és MCF7-KCR (vilagosszirke)eket negativ kontroll
(nontargeting) illetve PCAF (a), GCN5 (c), ADA2B) (galamint PCAF és
GCNS5 (g) specifikus siRNS oligonukleotidokkal trafektaltuk, majd 48 h utan
vizsgaltuk a PCAF, GCN5, Ada2b (a, c, e bal oldabgébra) mRNS szintjét a
nem transzfektalt és transzfektalt mintakban. Aatfel génexpressziot a
GAPDH mRNS szinthez val6 normalizélas utan, a nemsizfektalt mintakhoz
viszonyitva hataroztuk meg. * jel6li a kezelt mitéontrolltol szignifikAnsan
eltér értékeit. A transzfekcié hatasat a specifikus fighkifejez désére a 48
oras siRNS kezelést koveR4 ora elteltével Western blot kisérletben vizagal
(a, c, e jobb oldal). Belskontrollként ugyanazon a membranon az aktin
mennyiségét vizsgaltukb, d, f, h, Az MCF7 (sotétszirke) és MCF7-KCR
(vilagosszirke) sejteket negativ kontroll (nontérgy illetve PCAF (b), GCN5
(d), ADA2B (f) valamint PCAF és GCN5 specifikus 8IB oligonukleotidokkal
transzfektaltuk, majd 48 h utan vizsgaltuk az MDRRNS szintjét a nem

transzfektalt és transzfektalt mintakban, a fentebtakkal megegyezmddon.

5.6 p300 hiszton acetiltranszferdz géatlasanak génexmsszidra és a hiszton
acetilaltsagra kifejtett hatasa eltér a vizsgalt sejtvonalakban.

Az (jabb irodalmi adatok alapjan a PCAF mellett &80(@ hiszton
acetiltranszferaznak is szabalyozd szerepe van &RM transzkripciojaban. Annak
vizsgélatara, hogy ez a HAT részt vesz-e az MDR1 @érdsanak szabalyozdsaban az
altalunk vizsgalt sejtvonalakban, egy nemrégibém Vegyulettel, a HATI ll-vel gatoltuk a
p300 m kodését. A gén kifejezlésének mértéke nem valtozott meg a drog rezigatenc
kialakulasa soran (15. abra). A HATI Il vegyulétin vitro acetilacidos kisérletekben
kimutattak, hogy 5 M-os koncentriaciéban a p300 enzimatikus aktivitdg@t%-kal, a
GCN5 m kddését 30 %-kal gatolja, mig a PCAF HAT aktivitaeédm befolyasolja, a
CBP-re kifejtett hatasat pedig nem vizsgaltak. (C@¥ Santo et al. 2007). Leirtak, hogy



20 M-os koncentracié felett HeLa sejtekben csokkenti& hiszton acetildltsagat és
kromatin kondenzaciot valt ki.

A HAT inhibitorral valé kezelés genomi szinhiszton acetilaciora kifejtett hatasat
immunoblottal vizsgaltuk (17. abra). A specifikusanp300 altal acetilalt H3K18 lizin
mennyisége az enzim gatlé kezelés hatasara misgii®bnalban csokkent (17. d 4bra).
Az MCF7 sejtekben a H3K4 és H3K9 lizinek acetiléfia nagymértékben, a H3K14,
H4K8 és H4K12 acetil lizinek szintje kisebb mértékbcsokkent a HATI Il gatldészer
hatasara. Az MCF7-KCR sejtekben az esetleges @@thimutatasahoz a tultelitett jelek
esetében 20g helyett 10 g fehérje kivonatot hasznaltunk a Western blot lésgkben
(17. b, és e, &brak). Ebben a sejtvonalban a HATgatl6 hatdsanak kovetkeztében
jelent sen kevesebb acetilalt H3K9, H3K14 és H4K12 lizmitattuk ki. Mig az acetilalt
H3K4 szintje csak kisebb mértékben csokkent, addig4K8 acetilaltsaganak mérteke
nem valtozott. Osszefoglalva, azt talaltuk, hogyyesg specifikus H3 és H4 lizin
oldallancok acetilaltsagi szintje egyik vagy mintkéjtvonalban lecsokkent a HAT gatlas
hatasara. Az eredmények alapjan egyrészt a drogkdatan mkodik mindkét
sejtvonalban, masrészt a sejtvonalak HATi Il kexeléadott eltér valasza ismét
alatdmasztja, hogy a drogérzékeny és drogreziszejiskben kilonbozik a hiszton
acetilacié szabalyozasa.



17.4bra. A specifikus hiszton acetilaltsdg genomi szintvizsgalata kontroll és
HATI Il kezelt MCF7 és MCF7-KCR sejtekben. A 24 6raig DMSO-val
alkezelt és 20V HATI Il gatlészerrel kezelt MCF7 és MCF7-KCR sab |
hiszton kivonatot készitettiink, majd 20-2§ fehérjeminta (1-4. oszlop) és
acetil H3K4 (a), acetil H3K9 (b), acetil H3K14 (@¢etil H3K18 (d), acetil
H4K8 (e) és acetil H4K12 (f) ellenanyagok felhadaeaval Western blot
kisérletet végeztiink. Bels kontrollként ugyanazon a membranon a
moédositatlan H3 ill. H4 hiszton mennyiségét vizegdl Az MCF7-KCR
sejtvonalban a tultelitett jelek miatt az acetilk93és acetil H4K8 specifikus
Kisérletet elvégeztik 10-10g hiszton kivonat felhasznaldsaval is (b, e 5-6.

oszlop).



Ezt kdvet en tanulmanyoztuk a 24 6ras HATI Il kezelés hatasgénexpressziora
és a hiszton acetildltsagra az MDR1 kromatinjaBanMCF7 sejtekben az MDR1 mRNS
szintje kis mértékben cstkkent (18. a abra). A itdbbsgalt gén transzkripcidja nem
valtozott vagy csokkent, az MRP1 gén kivételévehelynek az expresszidja enyhén
emelkedett. A drog akkumulacié vizsgalata alapjandaxorubicin intracellularis
koncentraciéja nem kulonbozott a kezeletlen és HATkezelt MCF7 sejtekben (18. b
abra). A doxorubicin érzékeny sejtvonallal szemaetoxorubicin rezisztens sejtvonalban
a HATI Il koncentracié emelésével fokozatosan mabgbhsVIDR1 és cFOS mRNS szintet
mértiink (18. ¢ abra). Az MDR1 gén kifejelése egy nagysagrenddel, a cFOS gén
kifejez dése két nagységrenddel tih meg a kezelés kovetkeztében az MCF7-KCR
sejtekben.Egyéb jelents génexpresszio valtozas nem volt kimutathato. ATH#atlo
kezelés hatasara csokkeimtracellularis doxorubicin mennyiség arra utalgi az MDR1

MRNS szint mellett az efrképz dott fehérje mennyisége is megemelkedett (18. d)abr

18. abra A HATi Il kezelés hatasa a génexpressziéra és a djo
akkumulaciéra. a, c, MCF7 (a) és MCF7-KCR (c) sejtek 24 ¢6ras kontroll
(DMSO), 20nmM (sotétszirke) és 40M (halvanyszirke) koncentracioju HATI



Il kezelése utan a feltintetett gének mMRNS szinigsgaltuk RT-QPCR-rel.
Az abran a 18S rRNS endogén kontrollhoz valé naméks utani, alkezelt
kontrollhoz viszonyitott relativ expresszio szetegiejeldli a kezelt mintak
kontrolltol szignifikansan eltér értékeit.b, d, MCF7 (b) és MCF7-KCR (d)
sejtek 24 oras kontroll (DMSO), 20vM (sotéetszirke) és 40nM
(halvanyszirke) koncentracioju HATI Il kezelése nut&« ACS analizissel
vizsgéltuk a doxorubicin akkumulacié mértékét. A bldali grafikonon a 3
fuggetlen kisérletd szamolt, a kontroll mintahoz viszonyitott relativ
fluoreszcencia intenzitas értékeinek atlaga szérdp@bb oldali 4brakon egy-

egy reprezentativ mérés eredmeénye lathato.

A HATI Il hatasat az MDR1 gén szintjén ChIP modsekvizsgaltuk. Az acetilalt
H3K4 lizin mennyisége a drogérzékeny sejtvonalbam nmutat jelents valtozast,
azonban a drogrezisztens sejt specifikus régioibagemelkedett a HAT-géatlo kezelés
kovetkeztében (19. a, és g, abrak). A kezelt MCIERKsejtekben a vizsgalt médositas
mértéke szignifikhnsan magasabb az RPIB9 promdateskett az MDR1 downstream
promoter, és az azt kdveels exon régiojaban, mint a kontroll mintdban. Az dd¢¢8K9,
H3K14, H4K8 és H4K12 lizinek szintjében nem tapalahk nagymérték eltérést a
HATI Il kezelés hatasara egyik sejtvonalban sem @<, és 19. h,-l, abrak). Tehat a
HAT-ok gatl6 kezelésekor az egyes modositasok ¢jhb@aennyiségében tapasztalt
csokkenés az MDRL1 és a kontrollként vizsgalt géaeknatinjaban nem mutathaté ki. A
drogrezisztens sejtvonalban a HATI Il kezelés kitéh MDR1 mRNS szintemelkedéssel
parhuzamosan megnaz acetil H3K4 lizin mennyisége. Htteltér a cFOS gén
transzkripciéjanak indukciéja, mert a transzkipeiktivalodasaval egyiddieg jelents

valtozas nem figyelhetmeg a gén promoterének acetilaltsagaban.






19.abra. Az MDR1 gén meghatarozott régidinak hiszton acetiléds mintazata
kezeletlen és HATI Il kezelt mintdkban. Kezeletlen (sotétszurke) és HATI I
kezelt (vildgossziurkeMCF7 (bal oldal) és MCF-KCR (jobb oldal) sejtekkel,
H3K4ac (a, g), H3K9 (b, h), H3K14 (c, i), H4K8 (), H4K12 (e, k) és H3 (f, I)
ellenanyagok felhasznaldsaval kromatin immunpreggpt végeztink. A
precipitalt DNS mennyiségét kvatitativ PCR reakeidlhataroztuk meg, majd az
input kromatin szazalékaként kifejezve tlntettik #&z abran 2 -5 flggetlen
kisérletb | szamolt atlag és széras szerepel, * jeloli a HATkezelt sejtek azon

értékeit, amelyek szignifikansan eltérnek a kelsretejtekben mért értékekt



6. Diszkusszié

Az MDR1 gén amplifikdcidjdnak és megndvekedett kifez désének szerepe a magas
MRNS szint kialakitasaban.

Az Altalunk vizsgalt MCF7-KCR drogrezisztens sejtatbban genetikai és
epigenetikai valtozasok is hozzajarulnak MPR1 gén magas szint kifejez désdez,
ahogy azt mas sejtvonalakban is kimutattak (CheandVet al. 2005). Egyrészt a gén
amplifikalédasaval tobb kopiarol torténik transgpkio. Masrészt a magas MDR1 promoter
aktivitasra utal az mMRNS mennyiségének 6t nagysépedi megemelkedése, a gén egy
nagysagrendbeli kdpiaszam ndvekedése mellett. Aiw ginatirast a gén kromatinjaban
tortént epigenetikai valtozas, a specifikus ad@éih mddositasok magas szintje kiséri.
Hasonldé mérték, a gyogyszeréerzékeny sejtvonalhoz képest 6 naggisddel magasabb
MDR1 mRNS szintet mutattak ki abban a reziszteniw@®alban, ahol a transzkripcio
aktivalodasa mellett génamplifikacio is tortént gea, Tamburo De Bella et al. 2004).
Tobb vizsgalat alapjan a kemoterdpias kezelés az RMDgén kifejezdését
poszttranszkripcidosan is szabdlyozhatja (Yague, e&illa et al. 2003; Zhu, Wu et al.
2008), azonban az altalunk vizsgalt MCF-KCR sejatban a PgP kifejerlését az mRNS
stabilitasanak médosulasa nem befolyasolja.

Az MDR1 upstream transzkripcié tanulmanyozaséavalideg leg megfigyelték,
hogy a maig nem tisztdzott funkcioRPIB9 gén expresszidjaaktivalodik emltumoros
sejtekben (Chen, Wang et al. 2005; Raguz, De BRallal. 2005). A génatiras aktivitasa
korrelal a tumor metasztazis képképességével. Kisérleteinkben oszteoszarkomaaellet
drogérzékeny és -rezisztens ekarcindbma sejtvonalakban vizsgaltuk az RPIB9 mRNS
szintjét. Azt talaltuk, hogy az irodalmi adatoknaiegfelelen az emltumor eredet
sejtvonalakban aktiv génatiras torténik. A drogaens sejtekben tovabb indukalodik a
gén transzkripcioja a drogérzékeny sejtekhez kemestz a génnkddés aktivitdsa az

altalunk vizsgalt sejtvonalakban korrelél a drogjsetencia mértékével.

Az aktiv MDR1 génm kodéshez epigenetikai valtozasok jarulnak hozza.
Szamos adat mutatja, hogy a drogrezisztens sejieckae MDR1 gén

kifejez désének a szabalyozdsa megvaltozhat a transzlgifedborok eltér m kddése



kovetkeztében (Scotto 2003). Emellett vagy ennekeld@ztében a génkifejedés
epigenetikai szabdalyozdsa is modosulhat a drogéezelatt. Kisérleteink célja az
alapszint illetve megemelkedett MDR1 kifejedés epigenetikai szabalyozasanak, ezen
belll a hiszton acetilacié tanulmanyozasa volt. Eetigdsszehasonlitottuk az acetil lizinek
genomi szintjét a gydgyszerérzékeny és -reziszejtrgonalakban.

A globdlis specifikus hiszton acetilacianértékét vizsgalva azt talaltuk, hogy a
doxorubicin rezisztenciat mutatd sejtekben az bd¢¢dK4, H3K9, H3K14, H4K8 és
H4K12 modositas szintje kilonbomeértekben, de megemelkedett a doxorubicin érzékeny
sejtekhez képest. A drogérzékeny sejtekkel szerhimaton deacetilaz gatld kezelésre a
vizsgdlt lizinek acetilaciojanak mértéke tovabb nedvelhet, melynek az éllhat a
hatterében, hogy mar a kezeletlen MCF7-KCR sejteknfatinjaban nagy aranyu a lizinek
acetilaltsaga. Egyes acetil lizinek magas szinpecsikus hiszton acetiltranszferaz gatlé
kezeléssel lecsOkkenthet A gybgyszerrezisztens sejtekben a genomi szhiszton
acetilacié mértékének valtozadsat mas sejtvonalakbaregfigyelték, azonban az irodalmi
adatok nem egyértelrk. Az MDR1 gént magas szinten kifejezlrogrezisztens
petefészek adenokarcindma sejtvonalban genomieseintegemelkedett az acetil H4
modositds mennyisége a drogérzékenyhez képestujiydit-Khoury et al. 2007). Ezzel
ellentétben a kilonb6zMDR1 génaktivitasu, gyogyszerérzékeny és -reziszidssejtes
tud karcinoma sejtvonalak genomi szirt3 és H4 acetilacios szintje nem mutat eltérést
(EI-Khoury, Breuzard et al. 2007). Eredményeinkkekemben, két kilonb6z
hatdsmechanizmusu kemoterapias szer, a doxorudscin cisplastin indukalta multidrog
rezisztens MCF7 sejtekben egyarant kis mértékbesbkkent a genomi szintH3K9ac
modositas mérteke (Chekhun, Lukyanova et al. 2082). egymasnak ellentmondd
megallapitasok miatt a tobbszorés gyogyszerrezis#ekisér hiszton acetilacié genomi
eloszlasanak és mennyiségének megallapitasarakidibnb6z tipusd tumorbol szarmazoé
drogérzékeny és MDR fenotipusu sejt vizsgalataradesziikség. A gyogyszerérzékeny és
-rezisztens sejtekkel szemben, részletesebben tisazeregyes tumorokbdl szarmazé
szovetmintak és daganatos sejtvonalak genomi szZwgzton acetilacios szintjének
jellemz iranyd megvaltozasa a normal kddés sejtekhez képest (Fraga, Ballestar et al.
2005; Seligson, Horvath et al. 2005; Barlesi, Gomecet al. 2007; Park, Jin et al. 2008;
Elsheikh, Green et al. 2009; Liu, Cheng et al. 20M@anuyakorn, Paulus et al. 2010). Az



adatok azt mutatjdk, hogy tumor tipuséatdl figgy valtozik meg a hiszton acetilacio
kialakulasanak szabalyozasa.

Az MDR1 gén epigenetikus szabalyozasat vizsgalo korabbi kitgkben csak a
gén promoter régiodit, illetve a downstream prontoteivet 5’ atirdddé génszakasz
kromatinjanak hiszton acetilacios modositasi szintfévizsgaltdk. Emellett az eddigi
irodalmi adatok specifikus acetil lizin ellenanyiduanyaban csak az altalanosan acetilalt
H3 és H4 hisztonok mennyiségére vonatkoztak. Tdablulimanyban leirtak, hogy az
altalunk vizsgalt sejtvonalakhoz hasonléan, az MDRé&nt aktivan expresszalo
drogrezisztens sejtvonalakban magasabb az acetisH8agy H4 hisztonok szintje a gén
promoéter régiojaban, mint a drogérzékeny sejtvddea, ahol az MDR1 transzkripcidsan
inaktiv (Chen, Wang et al. 2005; El-Khoury, Brewkat al. 2007; Yatouji, EI-Khoury et
al. 2007; Jin, Liu et al. 2009). Olyan drog érzékesejtvonalakat dsszehasonlitva,
amelyekben drog indukcié hatasara az MDR1 gén mmdmasony ill. kozepes mértékben
expresszalodik, azt taléltak, hogy a gén transeldgpaktivitdsa korrelal a promoter és a 5’
atirodo génszakasz H3 hiszton acetilaciés szift@aker, Johnstone et al. 2005). Ha az
MDR1 transzkripcié az upstream promoteérnicialodik, nem a downstream, hanem az
attél 5’ iranyban lév promoter régié hiszton acetilaltsagi szintje ermadlk meg (Chen,
Wang et al. 2005). Az A&ltalunk vizsgalt drogrezasst MCF7-KCR sejtvonalban az
alacsony acetil lizin modositasi szint az MDR1 tgestn promoter €s az azt kovedls
exon kromatin régiéjaban korrelal az innen atir/d@szkriptum hianyaval.

A hiszton acetilacié genomi eloszlasanak vizsgatdapjan Wang és munkatarsai
megallapitottak, hogy a hisztonok acetilaciés mdédea pozitivan Kkorrelal a
génexpresszidval (Wang, Zang et al. 2008). Mig s@etil lizin modositasok, példaul a
H3K9 lizin acetilacioja az aktivan atir6dd géne&nszkripcios start helyére jellenmek,
addig mas acetil lizinek, példaul a H3K4ac, H3K14ddK8ac és H4K12ac, az aktivan
expresszalodé gének promotere mellett a kddol@bégi is megtalalhatéak. Az MDR1
gént alacsony illetve magas szinten atir6 MCF7 €&-KKCR sejtvonalakban az emlitett
acetil lizinek mennyiségét és azok eloszlasat agélt gén kromatinjaban dsszehasonlitva

ennek megfelel eredményeket kaptunk ld3K4 és H3K9 lizinek esetében. Az acetil

V4

V4

H4K12 lizinek acetilaciés szintje az MDR1 gén kromatibgad nem mutat kilénbséget



gyenge vagy es génexpresszié esetén. A transzkripcidosan akt@Sclgén promoter
sejtvonalban, mint az MDR1 gén vizsgalt kromatimksszain. Az acetil H3K14 lizin
egyforman magas mennyiségben van jelen a kulonb&presszids szintgének vizsgalt
régidiban mindkét sejtvonalban. Ezek az adatokhatabk az acetil H4K12 specifikus
ellenanyag alacsony hatékonysagara, illetve az-aaetii H3K14 ellenanyag nem
specifikus mkodéseére is.

Az MCF7-KCR sejtekben azRPIB9 magasabb expresszios aktivitasaval
egyidejleg a gén promoéterében az MCF7 sejtekhez viszamy$zignifikansan tobb
acetilalt H3K9 mutathaté ki. Az MCF7 és MCF7-KCRjtskben egyforman magas
expresszios szinta ChIP kisérletekben pozitiv kontrollként haszoe&®S (nem abrazolt
adat). Az MCF7 sejtekben a cFOS promoéter kromdianaaz acetil H4K8 lizin modositas
az intergenikus szakaszhoz viszonyitott szignifdiednmagasabb szintje korreldl az aktiv
transzkripciéval. A hasonlbéan aktiv gérnkidésre az MCF7-KCR sejtvonalban az acetil
H3K9 lizin negativ kontroll régidhoz viszonyitottignifikans emelkedése utal.

A kromatin immunprecipitacidos kisérletek eredméngéapjan a drogrezisztens
sejtekben a magas expressziés szimMDR1, RPIB9 és cFOS gének prométerében
kilénb6z meértékben, de megemelkedettaaztil H3K9 lizin modositasszintje az at nem
ir6d6 génszakaszhoz képest. Ennek a hiszton médnak szerepe lehet a gének
transzkripciés aktivalasaban illetve a transzkdpan aktiv kromatin szerkezet
fenntartdsaban. A H3K18 és H3K27 lizinek acetilakalal ellentétben, az acetil H3K9
modositas jelenléte nem esszencialis a PPARgi receptor aktivalta génaktivalashoz, de
szintje a transzkripcids aktivitassal korrelal (X et al. 2011). Masok azt talaltak, hogy a
GCNS5/PCAF tartalmu HAT komplexek hianyaban lecsdkke acetil H3K9 lizin szintje,
és ezzel egyidben specifikusan az ATAC rkodéskeéptelensége esetén lecsdokken az
azonnali korai gének stressz kivaltotta indukci@jameértéke (Nagy, Riss et al. 2010).
Ezek az adatok a H3K9 lizin médositasanak géncsoplognt eltér szerepére utalnak.

A H3K4 lizin acetilalédasa el szor 2007-ben mutattdk ki, majd Wang és
munkatarsai irtak le, hogy a modositas nagyobbékiéen van jelen a transzkripciéban
aktiv gének kromatinjdban (Wang, Zang et al. 20@)edményeink aldtdmasztjak
megfigyeléseiket, mert a magas MDR1 transzkripadsivitdsi sejtvonalban a gén
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lizin mennyisége. A H3K4 lizin acetilacios médosédal szemben mar kordbban ismert
volt, hogy a gének 5 &tir6d6 szakaszaban az dinliten trimetilacidjdnak szintje
korrelaciot mutat a gén transzkripcios aktivitasaaa RNS polimeraz 1l jelenlétével és az
altalanos hiszton acetilacié mértékével (Huo, Magiral. 2010). Emellett leirtak, hogy a
H3 hiszton acetilacio esegiti a H3K4 lizin metilcidjat (Nightingale, Geeiig et al.
2007). Kisérleteinkben a metildlt lizinek frdulasat nem vizsgaltuk, de valdszimogy

a magas MDR1 expresszioju MCF7-KCR sejtekben agaizgén kromatinjaban a H3K4

lizin acetilacioja mellett metildlodasa is emelkieaeerték .

Hiszton deacetilaz gatlas hatasa eltéra drogérzékeny és -rezisztens sejtvonalakban.
Az elmult években jelensen tanulmanyozott tertletté valtak a HDAC enzimek
gatlasan (HDACI) alapuld lehetséges tumorelleneddsnérek. A HDAC inhibitorok
szamos mechanizmus révén képesek gatolni a tunsmjoan kdodését. Azonban tdbb
Kisérletes bizonyiték azt mutatja, hogy a kifejtekedvez hatasuk mellett
gyogyszerrezisztens daganatsejtek  kialakulasahozulhggnak hozza. Tobben
tanulmanyoztak &eHDAC gatlas MDR1 expressziora kifejtett hatds& Drogérzékeny
sejtvonalakban trichostatin A ill. depsipeptide HODAnhibitor kezelésnek kitett sejtekben
emelkedett az MDR1 mRNS mennyisége (Jin and Sd8f8; Baker, Johnstone et al.
2005; Tabe, Konopleva et al. 2006; Yamada, Arakatval. 2006; Yatouji, EI-Khoury et
al. 2007; Kim, Kim et al. 2009; Huo, Magro et al01®). Akut mieloid leukémias
sejtvonalakban HDACIi kezelésre (phenylbutyrate, peedte, suberolyanilide acid,
trichostatin A) az MDR1 gén mellett egyéb ABC tramarterek indukcidjat is leirtak
(ABCG2/BCRP, ABCC10/MRP7, ABCC11/MRP8) (Hauswaldudne-Afonso et al.
2009). Kisérleteinkben az irodalmi adatokkal megzggn a TSA kezelés a doxorubicin
erzekeny MCF7 sejtekben indukalta az MDR1 fehéijejdz dését. Ezzel szemben a
doxorubicin rezisztenciat mutat6 magas MDR1 ex@iégs MCF7-KCR sejtekre nem volt
hatdsa a TSA kivaltotta HDAC gatlasnak. Toébb esethérogrezisztens sejtekbenis
indukalédott az MDR1 expresszidja HDAC gatlé kegede(EI-Osta, Kantharidis et al.
2002; Tabe, Konopleva et al. 2006). Ezzel ellertéta HDAC inhibicio az ABCB1 gén
transzkripcié csokkenését valtotta ki ragcsalo tepigztens sejtvonalban (Castro-Galache,
Ferragut et al. 2003), doxorubicin rezisztens MGepekben (Tian, Jurukovski et al.

2005) és kissejtes tukarcindomabdl szarmazd drogrezisztens sejtekbenKli@liry,



Breuzard et al. 2007). Az MCF7 és MCF7-KCR sejtVakieal kapott eredményekhez
hasonléan a petefészek adenokarcindma eredietgrezisztens OV1/VCR sejtekben a
TSA kezelés nem valtoztatta meg az MDR1 expresszibinak ellenére, hogy
drogérzékeny sejtekben MDR1 mRNS ndvekedést vakioflyatouji, EI-Khoury et al.
2007). Tehat tdébb irodalmi adat alapjan a TSA azRM[expresszidra eltéhatast fejthet
ki drogérzékeny és -rezisztens sejtekben. A viasghl szerint a HDAC gatlas a PgP
kifejez dést a transzkripcié szintjén befolyasolja (ElI-KhgwBreuzard et al. 2007). Mivel
a transzkripciés faktorok kodésének valtozasa és a kromatin szerkezet mddasulas
egyuttesen vezet a transzkripcié aktivalodasdhozdregrezisztencia kialakulasaval
megvaltozd hiszton acetilacios szabalyozads hoadégtr ahhoz, hogy a vizsgalt
sejtvonalakban a HDAC gatlas eltératast fejt ki.

Tobben tanulmanyoztak a hiszton deacetilaz gatl@somi szint hiszton
acetilaciéra kifejtett hatasat, azonban eredmékyemelyek szerint az MCF7-KCR
sejtekkel ellentétben az MCF7 sejtekbespacifikus acetil lizinek globalis mennyisége
novelhet, és az irodalmi adatok ellentmondasosak. Petefésad&nokarcinoma
sejtvonalakban az acetil H4 (Yatouji, EI-Khoury @t 2007), kissejtes tu#arcindbma
sejtvonalakban az acetil H3 és H4 globalis menmgdsgizsgaltak TSA kezelést koven
(ElI-Khoury, Breuzard et al. 2007). Mindkét esetlzemyyogyszerérzékeny és -rezisztens
sejtvonalakban is megemelkedett az acetil lizimtszNem mutathaté ki 6sszefliggés a
TSA kezelésre mutatott globalis acetilacios szistag MDR1 expresszio mértékének
valtozasa kozott, mert a drog rezisztens sejtvéngnomi szint hiszton acetilacio
mértékének emelkedésével egyideg az MDR1 gén kifejeddésének szintje csokkent
(EI-Khoury, Breuzard et al. 2007), ill. valtozatlararadt (Yatouji, EI-Khoury et al. 2007).

A HDACI kezelés kovetkeztében mzMDR1 promoterrégioban az acetil H3 (EI-
Osta, Kantharidis et al. 2002; David, Yegnasubraamet al. 2004; Baker, Johnstone et
al. 2005; Chen, Wang et al. 2005; Kim, Kim et &09) illetve az acetil H4 mddositott
hisztonok mennyisége (El-Osta, Kantharidis et 802 David, Yegnasubramanian et al.
2004; Yatouiji, EI-Khoury et al. 2007). Kisérleteb®dn az MCF7 sejtekben a TSA MDR1
génatirast indukalt, melyet specifikusan az ad¢¢8K4 és H3K9 lizinek mennyiségének
emelkedése kisért, az atirt géntest kromatinjdkbetag a gén promaoter régidiban és azokat
kovet els exonokban. Jelenten sem a H4K8, sem a H4K12 lizinek acetilaltségana

mértéke nem valtozott. A vizsgalt regibban megfithkea hisztonok hiperacetilaltsagat az



MDR1 indukciét nem mutat6 illetve csokkeMDR1 expressziot mutatd sejtvonalban is
(El-Osta, Kantharidis et al. 2002; David, Yegnasmanian et al. 2004; El-Khoury,
Breuzard et al. 2007; Yatouji, EI-Khoury et al. ZD0Azaz, a hiszton acetilacié egyes
esetekben nem elégséges az MDR1 expresszié aktv@a és mas gének esetében is
megfigyelték, hogy a transzkripcio iniciaciojahawdbbi aktivald faktorok szikségesek
(Wang, Zang et al. 2009; Nagy, Riss et al. 201@).irAdalmi adatokkal megegyean, a
HDACI hatasara MDR1 expressziévaltozast nem mut@y-7-KCR sejtekben is tortént
hiszton acetilacios szint nbvekedés: valamennygait MDR1 specifikus régiéban tobb
acetil H4K12 lizin volt kimutathaté a TSA kezelésivet en.

A HDAC gétlas kovetkeztében az MCF7 és MCF7-KCRegbjen is kis mértékben
indukalédott az MDR1 mellett aFOS gén expresszidja. Mindkét sejtvonalban csak a
magasabb koncentracioju TSA kezelésnek volt szigmE hatasa a génkifejaiesére és
az alacsonyabb koncentracioju HDACi kezelést késet végzett kromatin
immunprecipitacié soran a cFOS gén promoéterében memathatd ki valtozas az acetil
lizinek szintjében. AZRPIB9 gén expresszios valtozasa hasonld képet mutat RRIM
génehez. Azaz az MCF7 sejtben, ahol alapszinterméigekben expresszalodik a geén,
TSA hatasara indukciét mutat, amelyet promoétergji@gan a H3K4 és H3K9 lizinek
acetilaltsagi szintjének ndvekedése kisér. A digeéens sejtekben ahogy az MDR1, agy

az RPIB9 gén expresszidja sem valtozik a megemetkadetil H4K12 szint ellenére.

Egyes HAT enzimek gatldsanak kovetkezményei eltéek a drogérzékeny és —
rezisztens sejtvonalakban.

A hiszton deacetildzok gatlasa mellett vizsgaltukogy egyes hiszton
acetiltranszferdzok hianyaban hogyan valtozik azMDR1 gén expresszidja Szamos
génhez tobb hiszton acetiltranszferaz kidk, melyek funkcidjukat kifejthetik egymassal
egyuttm kddve, egymast kdveen vagy egymastol fuggetlenil (Wang, Zang et ab920
gy az MDR1 promoter régidval is tébb hiszton dtethszferaz, a p300, CBP és PCAF
kolcsonhatasat mutattak ki, melyek egymashoz vaaonya nem ismert (El-Khoury,
Breuzard et al. 2007; Jin, Liu et al. 2009; KimpKet al. 2009; Sengupta, Mantha et al.
2011). Az Altalunk vizsgalt drogérzékeny sejtvoradhpszint MDR1 expresszidja
lecsokkent a PCAF HAT illetve az ADA2b HAT-komplex alegység specifikus

lecsendesitésével. A PCAF enzimmel nagy homoldgiatatd GCN5 hianya nem



befolyasolta az MCF7 sejtekben az MDR1 kifeg&sét. Ez arra utal, hogy az MCF7
sejtekben a PCAF katalitikus alegysé@AGA komplexnek az alapszintMDR1
transzkripcibban szabalyoz6 szerepe van. Tovabisgalatok szikségesek annak az
igazolaséara, hogy az indukalt MDR1 expresszidbdmrasonloan részt vesz a PCAF hiszton
acetiltranszferdz, azonban erre utal a HDAC inlndblkévéltotta mRNS atirast kiséacetil
H3K9 szint emelkedés a gén transzkripcidos startyémelk kromatin régidjaban.
Eredményeink 0sszefiiggnek masok megfigyeléseivel, szerint a homoldég HAT
enzimek hasonld katalitikus aktivitasuk ellenérérel target géneket szabalyozhatnak
(Wang, Zang et al. 2009; Nagy, Riss et al. 20103régérzékeny sejtekkel ellentétben, a
drogrezisztens sejtvonal MDR1 mRNS szintje nem ksikle a PCAF, az ADA2b vagy a
GCNS5 fehérjéek hianyaban. Ezzel 6sszefliggésben masakt talaltak, hogy szemben a
drogérzékeny sejtekkel, a drogrezisztens sejteklyomoterhez kététt PCAF mennyisége
nem korrelal a génatiras aktivitasaval (EI-Khowyeuzard et al. 2007). Ugyanakkor a két
homoldg enzim egyidejgatlasaval alacsonyabb MDR1 mRNS szintet mutatkinlEz
arra utal, hogy a drog rezisztens sejtekben a mBtiaR1 mRNS mennyiség és ezzel
egyidej leg a H3K9 lizin megemelkedett acetilaciés szirdgjeérkialakitasaban és/vagy
fenntartdsdban a PCAF illetve a GCN5 hiszton dwmmtbzferdzok egyuttesen vesznek
részt. Ehhez hasonl6am vivo egér embriondlis fibroblasztokban csak a GCN5/PCAF
kett s delécios mutansokban cstkkent le az acetil H3K8asitas mennyisége (Jin, Yu et
al. 2011). Elképzelhet hogy az emlitett HAT-ok mellett masok kidése is sziikséges az
aktiv génmkddéshezln vitro a H3K9 lizin a GCN5/PCAF tartalmi HAT komplexek
els dleges szubsztratjai kozé tartozik (Anamika, Krebsl. 2010), de emellett a MYST
csaladba tartozo TIP60 kdzepes, a p300 kisebb kbérnekatalizaljak a H3K9 lizin
acetilacios modositasat (Schiltz, Mizzen et al.9t¥namika, Krebs et al. 2010). Emellett
mas hiszton acetilazok is részt vehetnek a mododidakitasaban, mein vivo a
komplexben mkdd hiszton acetiltranszferazok szubsztrat speciféitébefolyasoljak a
komplex alegységei, valamint kimutattak, hogy egy¢#8T enzimek meghatarozott
helyhez kotdését a DNS-sel vald kdlcsbnhatas is befolyas@jarit, Eberharter et al.
1999; Berndsen and Denu 2008).

Mivel az irodalmi adatok alapjan az MDR1 alapszikifejez désében a PCAF
mellett a p300 HAT is érintett, megvizsgaltuk aHATiI 1l kezelés hatasat a

génexpressziora, illetve a genomi és MDR1 gén stirsizton acetilaciora. A nemrégiben



leirt HATI Il vegyulet 5nmiM-os koncentraciobam vitro vizsgalatban nagyobb mértékben
a p300, kisebb meértékben a GCN5 kidését gatolja. Kisérleteinkben a 2V
koncentraciéju HATI Il kezelés hatasara mindkétvejalban lecsokkent a H3K9, H3K14,
H3K18 és H4K12 lizinelglobdlis acetilaltsaginak mértéke. Egér embriondlis fibroblaszt
sejtekben egyetlen HAT hidanyaban nem detektaltakome szint acetil lizin szint
valtozast, csak a homoldg enzimparok kettlelécioja esetén (Jin, Yu et al. 2011). Ez a
megfigyelés arra utal, hogy a HATi Il kezelés vivo a p300 mellett egyéb hiszton
acetiltranszferdzok nkddését is gatolja. Az acetil H4K8 szintje azonlaamak ellenére
nem valtozott, hogy a lizin a p300 vitro els dleges szubsztratjai kozé tartozik (Schiltz,
Mizzen et al. 1999). Adrogérzékeny sejtekbena kisebb koncentracioban alkalmazott
HATI Il szignifikansan cstkkentette &dDR1 expresszid. Ez a PCAF mellett a p300
transzkripcié szabalyoz0 szerepére utalhat az MGEjvonalban. A 40nM-os
koncentraciéban alkalmazott HATiI Il nem okozott teahst az MDR1 gén
kifejez désében, ennek oka azonban nem ismert. A drogérg&legiekben aRPIB9 és a
cFOS gének mMRNS szintje szintén cstkkent an®0-os koncentracioju HATI Il kezelés
hatdsara. A gének vizsgalt kromatin régiodiban neéttogzott szignifikansan a specifikus
acetil lizinek mennyisége a genomi szinten tapészsbkkenés ellenére. A HATI I
kifejtheti génexpresszidé csokkenthatasat mas specifikus acetil lizinek kialakulasat
gatolva vagy a vegyilet altal befolyasolt hisztooetdazok mas fehérjékkel vald
kolcsdnhatasanak modosulasa alapjan.

A drogrezisztens sejtvonddan a drogérzékennyel szembenM2R1 mMRNS és
fehérje mennyisége kis mértékben indukalddott 0ppilo kezelésre. A genomi hiszton
acetilaltsag csokkenésével egyideq az acetil H3K4 szintje MDR1 specifikus régidkba
megemelkedett. A HATI Il az MCF7 sejtvonaltol eltéénexpresszios és MDR1 kromatin
szint hatadsa lehet annak a kovetkezménye, hogy az MCIH-IKejtek a HATI I
vegyuletet xenobiotikumként érzékelik, melyek kéges PgP kifejezdését indukalni.
Egy masik elképzelés szerint egyes HAT-ok gatldaa hiszton acetiltranszferdz enzim
vagy enzimek indukciéjahoz jarulhat hozz4 a drogmens sejtekben. Ez okozhatja a
kimutatott acetil lizin mennyiségének névekedétkgyanakkor nem bizonyitott, hogy a
megfigyelt MDR1 expresszios szint emelkedés azilae®K4 lizin szint valtozasanak

kovetkezménye. Mivel a p300 szamos nem-hisztonrjemé kodésének szabalyozasaban



részt vesz, az MCF-KCR sejtekben az MDR1 gén kifgjésében szerepet jatszo
transzkripcids faktor acetilacids allapotanak métgedésa is kivalthatja a HATI Il kezelés
hatasara tortéenMDR1 transzkriptumszint novekedést.

A p300 gatld kezelés nagymeértekFOS mRNS szint emelkedést valtott ki,
melynek hatterében a fentiekhez hasonlé folyamatdethetnek, amellett, hogy a gén
prométerének magas szinhiszton acetilaltsaganak mértékében valtozas nemathatod
ki. A HATi Il kezelés kovetkezteben aRPIB9 gén expresszibja nem valtozott, annak
ellenére, hogy a promoter régiéjaban szignifikansegemelkedett az acetil H3K4 lizin
mennyisége. Hasonld jelenséget tapasztaltunk a Kezglés esetében, amikor az RPIB9
gén kifejezdése nem indukalédott, amellett, hogy az acetil HAKnddositas szintje
megndvekedett a promoéter kromatinjaban. Ezek adnekayek arra utalnak, hogy a
drogrezisztens sejtekben a H3K4 és H4K12 lizinekiEdodasa nem elégséges az RPIB9

gén transzkripcié mértékének tovabbi emeléséhez.

A drogrezisztens sejtvonalban megvaltozott az acetilizinek kialakitasanak és
fenntartasanak szabalyozasa.

Fentebbi eredményeink arra utalnak, hogy a drogémsé és -rezisztens
sejtvonalakban eltéra vizsgalthiszton modositasok kialakitdsanak és fenntartasahea
szabalyozasa(20. abra). A magas globalis hiszton acetilaciémtstz okozhatja a
megemelkedett HAT aktivitas. A p300 expressziojana&rtékében nincs kilonbség a
sejtvonalak kozott. A PCAF gén drogreszisztensekbgn lecsokkent transzkripcids

aktivitasat a GCN5 emelkedett expresszids szimapenzalja.



20.4bra. Az MCF7-KCR sejtekben mddosult a hiszton acetil&zabalyozasa, melyre
a teljes genom és az MDR1 gén szintjén vegzetgalasok eredményei mutatnak

ra.

A magas globdlis hiszton acetilacidés szintet khadta a hiszton deacetilazok
lecsOkkent aktivitasa vagy hianya is, ezért me@élsk tizenkeét, kiulonbéz HDAC
csoportokba tartoz6 enzim mRNS szintjét. Valoszihogy a megfigyelt eltérés - a
HDACS5 gén expresszidjanak indukcidja, a SIRT7 kifeflésének represszidja- mellett
egyeéb, a hiszton deacetilazok kddését szabalyoz6 mechanizmusok is eltérnek azm™mCF
KCR sejtekben az MCF7 sejtekhez képest. Az altalwiksgalt drogrezisztens
sejtvonalban az acetil H3K9 deacetilalasara is $EpRT1 (Ropero and Esteller 2007)
expresszidja valtozatlan maradt. A csokkent expgiégs SIRT7 a nukleoluszra jellemz
sirtuin, az RNS polimeraz | transzkripcidjdnak pivzireguldtora ésin vitro képes
szabalyozni a p53 transzkripcios faktor acetil@#&dOlmos, Brosens et al. 2010), hiszton
deacetilaz specificitasa azonban nem ismert. Aiggjek dés mértéke mellett médosulhat
a deacetilazok aktivitasa is, kbdésiuket szabalyozé fehérjékkel valo kdlcstnhaddgy
poszttranszlacios fehérjemodositasok is befolyakolfehat még szamos, altalunk nem
vizsgéalt mechanizmus réven kialakulhat a megemelkegiobalis hiszton acetilacios szint.
Erdemes lenne sirtuin specifikus hiszton deacetilibitor segitségével vizsgalni az ebbe
a csoportba tartoz6 HDAC-ok szabalyozé szerepét Bszton acetilacioban és MDR1

expresszidjaban.



Osszefoglalva eredményeinket, azt talaltuk, hodnsszu idej drog szelekcioval
kialakitott MCF7-KCR magas MDR1 mRNS szintjéhezktghechanizmus, genetikai és
epigenetikai valtozasok is hozzajarulnak. Egyrészdrogrezisztens sejtekben a gén
magasabb koOpiaszamu, masrészt megnovekedett trgpesak aktivitasu. A
drogrezisztens sejtek aktiv génkiddésével egyidejeg nagy mértékben megemelkedik a
transzkripciés start hely kdrnyékén az acetil H3kh mddositas szintje. Az MDR1 gén
indukcibja drogérzékeny sejtekben is egyitt jar3K®8i lizin acetilaciés modositasaval. A
drogérzékeny sejtekben a PCAF HAT MDR1 transzkéipzabalyoz6 szerepAz MCF7-
KCR sejtekben a PCAF és a GCN5 egymast helyettagitMDR1 kifejezdésének
szabalyozéasaban.

A drogérzékeny sejtekben a potencialis tumorellezes, a trichostatin A indukalja
a tobbszoros gyogyszerrezisztencia kialakulasdianakkor a drogrezisztens sejtekben az
MDR1 expressziojat nem befolydsolja. Ez arra mué&thogy a multidrog rezisztens
tumorsejtekben anélkiil tesztelhed TSA lehetséges tumorellenes szerepe, hogy tovabb
novelné azok tbbbszordos gyogyszerrezisztenciajama&rtékét. A drogrezisztens
sejtvonalban a kevésbé specifikus HAT inhibitor wiggt a varakozasokkal ellentétben
nem gatolja, hanem ndéveli a gén transzkripcidésvaéisat. Azonban tébb HAT specifikus
csendesitése mMRNS szint csokkenéssel jar, meljaalatképzelhet hogy a jovben az
MDR1 génexpresszio szabalyozasa hiszton acetilbeidlyasolo terapiaval térténjen.

Az altalanos elképzelés szerint a kromatin adetdiganak mértéke korrelal az
onnan &tirodo transzkriptumok mennyiségével. Késéimk arra utalnak, hogy a
génexpresszio soran csak specifikus lizinek adistigi szintje emelkedik meg. Egyes
acetil lizinek mennyiségének emelkedése nem fetiétlvezet a transzkripcio mértékének
tovabbi ndvekedéséhez. Ugyanakkor a génkifejég valtozasaval egyidégg az acetil
lizinek szintje valtozatlan maradhat.

A drogrezisztens sejtek moddosult hiszton acetiBcgrabalyozasara utal a
specifikus acetil lizinek genomi szintvizsgalatanak eredménye, illetve a hiszton
acetiltranszferazok és hiszton deacetilazok expi@ssnintazatanak dsszehasonlitasa is.
Mindezek arra mutatnak ra, hogy hosszi kemoteraheelés hatasara a kialakuld
drogrezisztens tumoros sejtekben felborulhat adwsacetilacio szabalyozasi egyensulya.
Eredményeink kiemelik a tumorsejt hiszton acetdacallapot vizsgalatanak jelesggét



olyan terapids szerek alkalmazéasa esetén, melyeiszéon acetilacié befolyasolaséaval
fejtik ki hatasukat.

Legfontosabb tudomanyos eredmények

1. A drogrezisztens MCF7-KCR sejtvonalban az MDR1 ge&gas expresszios szint
mely részben a gén amplifikalédasanak kdszonheimegemelkedett transzkriptum
szint kialakitdsaban az mRNS stabilitasanak megg@dia nem jatszik szerepet.

2. Az MCF7-KCR sejtekben a drogérzékeny MCF7 sejteltégrest megemelkedett az
acetil H3K4, H3K9, H3K14, H3K18, H4K8 és H4K12 li|k genomi mennyisége.

3. Az MCF7-KCR sejtekben az acetil H3K9 szintje az MD&wnstream promaoterén
es az azt kovetexon kromatinjaban nagy mértékben, a H3K4ac ésg8adikszintje a

geén atirt régidiban kis mértékben megnovekedett.

4. Egyes HDAC gének, illetve a PCAF és GCN5 HAT géegkresszios szintjében

eltérés mutathato ki a drogérzékeny és —rezisagjhgonalak kozott.

5. Az MCF7 sejtekben HDAC gatlé TSA kezelést kot fokozodott szamos lizin
globdlis acetilaltsagi szintje. A kezelés hatasadakalédé MDR1 expressziot a gén
kromatinjaban megemelkedcetil H3K4 és H3K9 szint kisérte.

6. Az MCF7-KCR sejtekben TSA hatadsara nem valtozoty s acetil lizinek globalis
szinje. Az MDR1 mMRNS mennyisége valtozatlan maradgonban a gén

kromatinjaban megemelkedett a H4K12 lizin ace8kdi szintje.

7. Az MCF7 sejtekben a PCAF és ADA2B csendesitéseltgata GCN5 specifikus
SiRNS kezelés nem valtoztatta meg az MDR1 transeidijat.

8. Az MCF7-KCR sejtekben a PCAF, az ADA2B illetve a & gatlasa nem
befolyasolta az MDR1 kifejerlését, azonban a PCAF és GCN5 egyuttes
csendesitésével lecsokkenthatmagas MDR1 mRNS szint.



9. A p300 HAT-ot nagymértékben, a GCN5 HAT-ot kis md&ken gatldé HATIll
kezelés hatasara mindkét sejtvonalban egyaranfidkest a legtdbb vizsgalt acetil

lizin genomi mennyisége.

10. A HATI Il kezelés az MCF7 sejtekben nem volt hathee MDR1 mRNS szintjére
€s nem okozott valtozast a gén kromatinjanak adtséigaban. Ezzel szemben az
MCF7-KCR sejtekben fokozta az MDR1 kifejelését és novelte a H3K4 lizin

acetilaciéjat a gén downstream promoterén.
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9. Osszefoglald

A DNS, hiszton és nem-hiszton fehérjék alkotta katim szerkezetét a citozin
bazisok és a hiszton fehérjék kémiai modositastilygesoljak, ezaltal a DNS-hez val6
hozzaférést szabalyozzak a transzkripcio, DNS4ayiteplikdciéo soran. A hiszton kod
hipotézis szerint az egyes hiszton fehérjék pamuliacios modositasainak kombinacioja
tovabbi szabalyoz6 faktorok altal leolvasott felétealakit ki. A hipotézist bizonyitva,
egyre tobb kisérletes adat mutatja, hogy specifikiszton modositasok kombinacioja
szikséges a kulonbokromatin alapu folyamatok szabalyozasahoz.

A hiszton fehérjék N-termindlisan IéVizin aminosavak acetilaciés maodositasa
tébbnyire pozitivan korrelal a génkifejedessel, de tovabbi vizsgalatok sziikségesek annak
a megallapitasara, hogy a megemelkedett hisztditéao@ a génatiras feltétele vagy annak
kovetkezménye. A kromatin hiszton acetilacios d@tap két, egymassal ellentétesen hato
enzimcsoport, a hiszton acetiltranszferazok (HAE) lszton-deacetilazok (HDAC)
szabalyozzak. Kisérleteinkben a GCN5 (general obmtonderepressible 5) és PCAF
(p300/CBP associated factor), illetve a p300 és @BREB binding protein) homolég
hiszton acetiltranszferazok transzkripciéban bétbizabalyozd szerepét vizsgaltuk.

Munkank soran a tdbbszords gyodgyszerrezisztenaaMilasanak epigenetikai
szabalyozéasat tanulmanyoztuk. A multidrog reziszteimoros sejtekben a leggyakrabban
leirt mechanizmus szerint megnovekszik a plazmamamaln diffGzioval atjutd hidroféb
anyagok energiaigényes kipumpalasanak mértéke.kejdhésmert esete az ABC (ATP
binding cassette) csalddba tartoz6 transzporterekozbtt mkddése. Daganatos
betegekben leggyakrabban az ABCB1/MDR1 (multidregistance gene 1) gén altal
kodolt P-glikoprotein (PgP) fehérjének van szerep®bbszords gyogyszerrezisztencia
kialakitasaban.

A vizsgélatok szerint a kemoterapia soran megerditkkeaz MDR1 gén
kifejez désének meértéke. A transzkripcios faktorok az MO@RAmoter elemeihez valo
kot dése a kromatin szintjén szabalyozott és ezzektigggesben, az elmult évtizedben
valt ismertté, hogy az MDR1 gén transzkripcidjarggiigenetikus szabdalyozasaban a
promoter DNS metildltsaga mellett kulcsszerepe ad&nomatin acetilaltsagi allapotanak.
A PCAF, p300 es CBP HAT-ok aktivaljak az MDR1 prderfi az enzimek jelenlétét az



aktivan atirodé gén promoter régiojabem vivo is kimutattak, ezek egymashoz vald
viszonya azonban nem tisztazott.

ideje vizsgalatok folynak a tobbsz6ros gyogyszesmencia lekizdésére. Kilinikai
tesztelés alatt néhany olyan szer all, amelyekressaporterek nkddését gatoljak, azonban
szamos egyéb leheteget vizsgalnak, amelyek megakadalyozhatjak aidmudf rezisztens
acetiltranszferaz és hiszton deacetilaz részt vezzrt ezek aktivithsanak befolyasolasa
HDAC illetve HAT inhibitorokkal lehetséget adhat a PgP kifejeisének gatlasara. A
HAT inhibitorokkal szemben, a HDAC gatlészerek, ma tumorellenes terapia része,
széles korben tanulmanyozottak. Néhany vegyulddiprkai ill. klinikai tesztelés alatt all,
annak ellenére, hogy e szerek terapias felhasandiés sz kitheti csendes gének, illetve

protoonkogének lehetséges aktivalodasa.

Célkit zések

Célunk az MDR1 gén kodolta PgP kifejeles epigenetikus szabalyozasanak
vizsgélata volt doxorubicin érzékeny és rezisztal€F7 huméan emkarcinoma
sejtvonalakban. A kdvetkekérdésekre kerestik a valaszt:

1. A drogrezisztens sejtvonal doxorubicin rezisei@ga ©sszefliggésbe hozhaté-e az
MDR1 gén megemelkedett expressziojaval? Ha kimatataz MDR1 mRNS szint
novekedés, ez génamplifikacionak, magas promoteivildisnak vagy az mMRNS
megvaltozott stabilitAsanak kdszontiet

2. Magas MDR1 promoter aktivitas esetén annak &etdgaban milyen szerepe van a
hiszton acetilacionak? Korabban is leirtak, hogygdezisztens sejtekben megemelkedik az
MDR1 transzkripciosan aktiv promoter régiojabanaaetilalt hisztonok szintje, azonban
nem ismert, hogy mely lizin aminosavakhoz kapcsélédetil csoport illetve a promoter
kromatinjan kivil a gén egyéb régibira milyen hiseacetilacios maédositas jellemz

3. Hogyan befolyasolja az MDR1 gén expressziostjgtia hiszton acetilacios mintazat
modositasa HDAC és HAT inhibitorok segitségével2sb&kenthet a drog rezisztens

sejtvonalban a magas MDR1 mRNS szint a hisztorlaciét befolyasolé kezelésekkel?



4. Az MDR1 gén specifikus hiszton acetilaciés nmumatanak fenntartasaban milyen
szerepet toltenek be a p300, GCN5 és PCAF hisatetilteanszferazok? Utdbbiak mely

HAT komplex részeként vesznek részt az esetlegaszkripcidos szabalyozasban?

Eredmények és értékelésuk

A novekv koncentracioju doxorubicin kezeléssel létrehozetitisztens MCF7-
KCR sejtvonalban genetikai és epigenetikai valtokas hozzajarulnak az MDR1 gén
magas szint kifejez déséhez. Egyrészt a gén amplifikdloédott. MasrésztnmdlRNS
mennyiségének 6t nagysagrendbeli megemelkedésegredisztens sejtekben a magas
MDR1 promoter aktivitasra utal, amelyet a gén kronj@ban epigenetikai véltozas
kisérhet. Az altalunk vizsgalt MCF-KCR sejtvonalbanPgP kifejezdését az mRNS
stabilitasanak médosulasa nem befolyasolja.

A human MDR1 gén transzkripcioja két alternativngzkripcidés start helyt
inicidlodhat. A downstream promoterrel ellentétbee, transzkripcios start helyt112 kb
tavolsagra lév upstream promoéter aktivitAsaban az MCF7 és MCFRK@jtek nem
mutatnak kulonbséget. Azonban a DNS masik szalatied en atirédd, méig nem
tisztazott funkcidju RPIBO/RUNDC3B gén expresszi@adrogrezisztens sejtvonalban
megemelkedett a drogérzékeny sejtvonalhoz képest.

Az MDR1 génkifejezdés epigenetikai szabdlyozasat kromatin immunpitécip
segitségével tanulmanyozva, meghataroztuk a H3KX¥K9 H3K14, H4K8 és H4K12
lizinek acetilaciés modositasanak mertékét a génlokusgzkapciot szabalyozo régidiban
€s az atirodo géenszakaszok kromatinjaban. A dragitens MCF7-KCR sejtvonalban az
MDR1 upstream promoéter és az azt kdvets exon kromatin régidjaban az alacsony
acetil lizin modositési szint korrelal az innerr@did transzkriptum hianyaval. Az MDR1
gént aktivan kifejez MCF7-KCR sejtvonal esetében a gén downstream peyétien és
az els exon régiojaban nagymeértékben megemelkedett dit HHB&9 mennyisége. Aktiv
transzkripcié sordn az MDR1 transzkripcios statydmek kornyezetében kis mértek
szignifikans emelkedés mutathato6 ki az acetil H3K#htjében; a géntest kromatinjaban az
acetil H3K4 és H4Ka8 lizin moédositas mértéke maghs&yedményeink dsszefliggnek a

nemrégiben leirt megfigyeléssel, ami szerint a gésiekddolé szakaszaban nemcsak a



H3K4 lizin metilaciéjanak, hanem acetilacios motdsinak mértéke is korrelaciot mutat
a gén transzkripcios aktivitdsaval.

Az MCF7-KCR sejtekben az RPIB9 magasabb expresskitdgtasaval egyidejeg
a géen promoterében az MCF7 sejtekhez viszonyitgsaniértékben szignifikansan tobb
acetilalt H3K9 mutathato ki. Tehat a specifikusniznédositas szintje a drogrezisztens
sejtekben a magas expresszios szMDR1 és RPIB9 gének promoéterében kilonboz
mértékben, de megemelkedett a drogérzékeny sejhamaeképest. Az acetil H3K9
modositasnak szerepe lehet a génatiras aktivalasdleive a transzkripciésan aktiv
kromatin szerkezet fenntartadsaban.

Az egyes acetil lizinek globalis mennyiségét vidtggaazt taldltuk, hogy a drog-
rezisztencia kialakulasa soran nemcsak az MDR1 lgématinjaban, hanem a teljes
genomban megemelkedett a hiszton acetilaci6 mértéadalmi adatok alapjan egyes
drogrezisztens sejtvonalak hasonléan magas aiegtilnhddositasi szinttel jellemezhek,
azonban az azt fenntarté mechanizmus nem ismertMBE7-KCR sejtek megvaltozott
hiszton acetilaciés szabalyozasara utal a sejta@natichostatin A (TSA) hiszton
deacetilaz gatld kezelése is. TSA hatasara a drisgtens sejtekben a vizsgalt lizinek
acetilaciéjanak mértéke a drogérzékeny sejteklaghsen tovabb nem novelhet

Az MDR1 gén kifejezdésében a hiszton acetilacio szabalyozé szerepéiat na,
hogy a trichostatin A kezelés a doxorubicin érzgk8fCF7 sejtekben az MDR1 gén
expressziojat indukalta. Ezzel szemben az MCF7-K€fek génexpresszidés mintazatara
nem volt hatdsa a HDAC gétlasnak hiszton acetilacio genomi és MDR1 |6kusz szint
eltér szabalyozasa is okozhatja, hogy a drogérzékedyo@sezisztens sejtekben a HDAC
gatlas kulonboz hatast fejt ki az MDR1 expressziora. Az MCF7 ddjen az acetil H3K4
és H3K9 lizinek mennyiségének emelkedése kisérfd@R1 transzkripcids indukcidjat,
az atirodo géntest kromatinjaban illetve a gén temrégidiban és azokat koveels
exonokban. A HDACi hatasdra MDR1 expressziovaltozéam mutatdé MCF7-KCR
sejtekben valamennyi vizsgalt MDR1 specifikus régid tobb acetil H4K12 lizin volt
kimutathatd. Ez arra utal, hogy egyes lizinek #&&eittja nem elégséges az MDR1
expresszio tovabbi aktivalasahoz.

A hiszton deacetilazok gatlasa mellett vizsgaltubgy a GCN5/PCAF katalitikus
alegység hiszton acetiltranszferaz komplexek hidnydban,yeielin vivo vizsgalatok

eredménye alapjan az acetil H3K9 modositas kia@aéilian résztvesznek, hogyan valtozik



az MDR1 gén expresszidja. Az altalunk vizsgalt éragkeny sejtvonal alapszinMDR1
expresszidja lecsokkent a PCAF HAT illetve az ADAZBAT-komplex alegység
specifikus lecsendesitésével. A PCAF enzimmel ragyoldgiat mutatd6 GCN5 hianya
nem befolyasolta az MCF7 sejtekben az MDR1 kifejését. Ez arra utal, hogy az MCF7
sejtekben a PCAF és ADA2B tartalmu HAT komplexnek alapszint MDR1
transzkripcibban szabdlyozé szerepe van. Eredméyedsszefiggnek masok
megfigyeléseivel, ami szerint a homolég HAT komglexhasonlo katalitikus aktivitasuk
ellenére eltér target géneket szabalyozhatn@k.drogérzékeny sejtekkel ellentétben, a
drogrezisztens sejtvonal MDR1 mRNS szintje nem ksikle a PCAF, az ADA2B vagy a
GCN5 fehérjék hidnydbanUgyanakkor a két homoldog HAT egyidejgéatlasaval
alacsonyabb transzkriptum szintet mutattunk ki. &ra utal, hogy a drog rezisztens
sejtekben a magas MDR1 mRNS mennyiség és ezzeldedgg a H3K9 lizin
megemelkedett acetilacios szintjének kialakitasasinagy fenntartasdban a PCAF és a
GCN5 egymast helyettesitve vesznek részt.

A p300 HAT a vizsgalt gének expressziojaban, itketv genomi és MDR1 gén
szint hiszton acetilacioban betoltott szerepének vizdéghbz az enzim nkddését a
HATi 1l vegyullettel gatoltuk. A nemrégiben leirt HA Il vegyllet 5 nM-os
koncentraciébann vitro vizsgalatban nagyobb meértékben a p300, kisebbékigeh a
hatadsara mindkét sejtvonalban lecsokkent a H3KXKI43 H3K18 és H4K12 lizinek
genomi acetilaltsaganak mérteke. A drogérzékenteldegn a 20 M koncentracidban
alkalmazott HATI Il szignifikansan csokkentette MPR1 expressziot. Ez a PCAF mellett
a p300 transzkripcidé szabalyoz6 szerepére utal @FMsejtvonalban. A gén vizsgalt
kromatin régidiban nem valtozott szignifikdnsanpadfikus acetil lizinek mennyisége a
genomi szinten tapasztalt csokkenés ellenére. A iHATkifejtheti génexpresszid
csokkent hatasat mas specifikus acetil lizinek kialakuldgdtolva vagy a vegydulet altal
befolyasolt hiszton acetilazok mas fehérjekkel daitrsonhatasanak médosulasa alapjan.

A drogrezisztens sejtvonalban a drogérzékennyembea az MDR1 éatirasa
indukalédott a p300 géatlo kezelésre. A genomi bisziacetilaltsdg csokkenésével
egyidej leg az acetil H3K4 szintje MDR1 specifikus régiékbraegemelkedett. A HATi I
az MCF7 sejtvonaltol eltéergénexpresszios €s MDR1 kromatin szihatasa lehet annak a

kovetkezménye, hogy az MCF7-KCR sejtek a HATI ligyéletet xenobiotikumként



érzékelik, melyek szamos szignalUtvonalat képeselukialni. Egy masik elképzelés
szerint egyes HAT-ok gatlasa mas hiszton acetdthanaz enzim vagy enzimek
inducidjahoz jarulhat hozza a drogrezisztens slefiek Ez okozhatja a kimutatott acetil
lizin szint emelkedést. Ugyanakkor nem bizonyitotipgy az MDR1 expresszid
mértékének ndvekedése az acetil H3K4 lizin szitiozasanak kovetkezménye. Mivel a
p300 szamos nemhiszton fehérje kixdésének szabalyozdsaban részt vesz, a HATI |
kivalthatia az MDR1 mRNS szint ndvekedést a géagdbian részt vev faktorok

m kodését befolyasolva.

Fentebbi eredményeink arra utalnak, hogy a drogémsé és -rezisztens
sejtvonalakban eltéra vizsgalt hiszton modositasok kialakitAsanakedmthrtdsanak a
szabalyozdsa. A magas globalis hiszton acetilasmistet okozhatja a megemelkedett
HAT aktivitas, azonban a sejtvonalak kozétt jeleneltérés nem mutathatd ki a vizsgalt
enzimek expresszidjdban. A megemelkedett genomidrisacetilcids szintet kivalthatja a
hiszton deacetilazok lecsokkent aktivitasa is. ¥aild, hogy a medfigyelt eltérés - a
HDACS expressziojanak indukcidja, a SIRT7 kifej@ésének represszidja- mellett egyeb,
a hiszton deacetilazok rkodését szabalyozdé mechanizmusok is eltérnek az MR

sejtekben az MCF7 sejtekhez képest.

Osszefoglalas

A hosszu idej drog szelekcioval kialakitott MCF7-KCR magas MDRIRNS
szintjéhez genetikai és epigenetikai valtozasdioizzdjarulnak. Egyrészt a drogrezisztens
sejtekben a gén magasabb kopiaszamu, masrészt anegmdvekedett transzkripcios
aktivitasu. A drogrezisztens sejtek aktiv géRigdésével egyidejeg nagy mértékben
megemelkedik a transzkripcids start hely kornyékgacetil H3K9 lizin modositas szintje.
Az MDRL1 gén indukcitja drogérzékeny sejtekben iglgigjar a H3K9 lizin acetilacios
moédositasaval. Az drogérzékeny MCF7 sejtekben &0 p&® PCAF HAT-ok MDR1
transzkripcié szabalyozo szergl.Az MCF7-KCR sejtekben a PCAF és a GCN5 egymast
helyettesiti a megemelkedett MDR1 mRNS szint femasaban.

Az &ltalanos elképzelés szerint a kromatin ac&tdgnak mértéke korrelél az
onnan &tirod6 transzkriptumok mennyiségével. Késéik arra utalnak, hogy a

génexpressziod soran csak specifikus lizinek adtstéigi szintje emelkedik meg. Azonban



az acetil lizinek mennyiségének emelkedése nenetligitil vezet a transzkripcio
mértékének tovabbi ndvekedéséhez. Emellett a ggakifiés valtozasaval egyidégg az
acetil lizinek szintje valtozatlan maradhat.

A specifikus acetil lizinek genomi szinvizsgalatanak eredménye a drogrezisztens
sejtek mdédosult hiszton acetilaciés szabalyozastaa azaz hosszu kemoterapias kezelés
hatdsara a kialakul6 drogrezisztens tumoros sejteKilborulhat a hiszton acetilacio
szabalyozasi egyensllya. igy eredményeink hozZhginak a hiszton modositasok

daganatos sejtekben betdlt6tt szerepének megésteséh



10. Summary

Chromatin consists of DNA, non-histone and histgreteins; its structure can be
regulated by DNA methylation and covalent modificas of histones to allow access to
DNA during transcription, DNA replication and repaAccording to the hypothesis of
histone code, the combination of specific postiatimal modifications of histones is
required to recruit additional regulatory factoB&everal experimental data support this
hypothesis and indicate that multiple histone miodifons act in a combinatorial manner
to specify distinct chromatin functions.

Acetylation of lysine residues on histone N termsimusually correlates with transcription,
although it remains to be determined whether irsgdaiistone acetylation is a cause or a
consequence of gene expression. Histone acetylatimgulated by the opposing actions
of histone acetyl transferases (HATs) and histoeacdtylases (HDACs). We have
examined the role of the homologous histone adedylsferases GCN5 (general control
nonderepressible 5) and PCAF (p300/CBP associaietdrj, as well as p300 and CBP
(CREB binding protein) in the regulation of traription.

We have studied the epigenetic regulation of mulgdresistance. A possible reason for
failure of chemotherapy is the development of ndultgy resistance in cancer cells, which
is often caused by increased energy-dependeniedfllnydrophobic drugs that can enter
the cell through diffusion. The drug efflux is matdid by the family of ABC (ATP binding
cassette) transporters. The best characterizedpwaer protein is P-glycoprotein (PgP),
which is encoded by the ABCB1/MDR1 (multidrug résisce 1) gene.

Clinical studies have described that MDR1 gene fteno overexpressed during
chemotherapy. Accessibility of transcriptional tastto MDR1 promoter elements are
regulated at the chromatin level and the role sfdme acetylation and deacetylation in the
transcriptional regulation of MDR1 has been esshigid. PCAF, p300 and CBP HATSs co-
activate MDR1 promoter reporter constructs. Bindioig these HATs to the MDR1
promoter has been demonstraitedivo as well, but their function is not fully understbo

As PgP expression is correlated with shorter saftvof patients, several attempts have
been made to combat multidrug resistance duringptst decades. Some compounds,

which inhibit the functioning of the transporteopgin, are under clinical trials. However,



there are several other approaches to prevent dlielapment of multidrug resistance.
Since histone acetylation is implicated in the $@iptional regulation of MDR1 gene,
alteration of activity of HDACs or HATs can contuite@ to the inhibition of PgP
expression. HDAC inhibitors, as promising therapeaigents against cancer are better
characterized than HAT inhibitorsDespite the potential that epigenetically silent
protooncogenes can be reactivated upon treatmémttiDAC inhibitors, clinical trials of

some compounds have been initiated.

Aims

In order to study the epigenetic regulation of MDghe expression in the MCF7 breast
carcinoma cell line and in its drug resistant datiixe we aimed to answer the following
guestions.

1. Does drug resistance correlate with elevated MDRdression? Is the elevated
level of MDR1 mRNA in the drug resistant cell lirstributable to changed
promoter activity or to other alterations (gene aficption, alteration in mRNA
stability)?

2. If MDR1 promoter is actively transcribed in the grresistant cells, does histone
acetylation have a role in the maintenance of gaqpression? It was previously
described that MDR1 transcription leads to elevags@ls histone acetylation in
the promoter region, but acetylation of specifisitge residues in the chromatin of
the control and transcribed region of the gene mtdeen investigated.

3. Can MDR1 expression be altered by modification stdme acetylation pattern
using HDAC and HAT inhibitors? Can this treatmemicitase the high MDR1
expression in the drug resistant cell line?

4. Do p300, GCN5 or PCAF histone acetyl transferasesgpate in the regulation of
histone acetylation in the chromatin of MDR1 gefreWhat HAT complexes may

they exert their function?

Results and discussion



Both genetic and epigenetic alterations contriltatelevated expression of MDR1 in the
MCF-KCR cell line, which has been developed by ttret of MCF7 with increasing
doxorubicin concentration. The MDR1 gene copy numibeincreased by one order of
magnitude in the drug resistant cell line. In aidditto gene amplification, the MDR1
MRNA level is elevated in the MCF7-KCR cells congzhto the parental cell line by four
orders of magnitude. These data suggest that egtigechanges contribute to the high
activity of the MDR1 promoter. The stability of MOORNnRNA in the drug resistant cells is
not increased.

The MDR1 gene can be transcribed from two promotéts found in the MCF7-KCR
cells, that in contrast to the downstream prom@R$P), the activity of the upstream
promoter (USP), located 112 kb upstream of the éoris unchanged. However, the
expression level of the RPIB9/RUNDC3B, a gene witknown function transcribed from
the other strand partially overlapping USP, is éased in drug resistant cells compared to

drug sensitive cells.

To study the epigenetic regulation of MDR1 expra@ssive examined histone acetylation
in the chromatin of the gene using chromatin imnpuaoipitation with antibodies specific
to acetylated histone lysine residues H3K4, H3K9KH14, H4K8 and H4K12. Low level
of histone acetylation at the region of USP andreps first exon is correlated with the
lack of upstream MDR1 mRNA. In contrast, the leg&lacetyl H3K9 is a hundred fold
increased on the downstream promoter and the éxsein of MDR1 in the MDR1
overexpressing cell line compared to the drug seascell line. In the region of the
transcription start site and first exon the acéiytalevel of H3K4 is slightly elevated in
the case of active transcription. At the chromatinthe gene body H3K4 and H4K8
acetylation is mildly increased in the drug resistslCF7-KCR. Our results confirm the
recently described data reporting that not only miethylation of H3K4 lysine but its
acetylation also correlates with transcriptiondhaty of a given gene.

Concomitantly with the elevated RPIB9 expressiarellen MCF7-KCR, we described a
mild increase in the acetylation level of H3K9 la¢ tgene promoter region. Accordingly,
both of the actively transcribed promoters of MD&1d RPIB9 in the drug resistant cells
are characterized by elevated level of acetyl H3K®emains to be determined whether
acetylation of H3K9, which can be catalyzed by GONZEAF containing HAT complexes,



are required for gene activation or for maintenaoté&anscriptionally active chromatin
structure.

We found that altered genome wide histone acetylalievel may accompany the drug
resistance, because the levels of all studied blysipe histone residues are higher in the
doxorubicin resistant cells than in the drug s@rsitounterpart. Some other drug resistant
cell lines in the literature are also characteribgcelevated global histone acetylation but
the reason for this is unknown.

While treatment with a histone deacetylase inhibitachostatin A (TSA) caused an
increase of global histone acetylation level in MICE induced no further increase of that
in MCF7-KCR. This data further suggests the altereglulation of histone acetylation

during drug resistance development.

TSA sensitivity of MDR1 expression proves the intpat role of histone acetylation in the
transcriptional regulation of MDR1. In drug sensgticells MDR1 expression increased
upon TSA treatment in contrast to MC7-KCR cells,evéhit remained unchanged. One
reason for the difference in the effect of TSA tneant on gene expression can be the
genome-wide deregulated histone acetylation in MBER cells. Other possibility is that
it is caused by altered regulation of MDR1 genecBjehistone acetylation. We found that
induction of MDR1 expression in MCF7 cells was anpanied with increases in the
levels of H3K4 and H3K9 acetylation in the regidntlte gene body and in the DSP and
first exon, respectively. HDAC inhibition did noffact MDR1 mRNA level in MCF7-
KCR cells, but at the same time acetylation of HaKricreased in every studied region.
These data suggest that acetylation of a spegsioe residue is not enough to additional

activation of transcription.

To study the effect of lack of HATs on MDR1 expiiess we used RNAIi knockdown and
HAT specific inhibitor were used. Treatment of tMEF7 cells with siRNAs specific to
PCAF HAT and ADAZ2B, an essential subunit of the FRTACNS containing HAT
complexes, resulted in the reduction of MDR1 mR#el. Knockdown of GCN5, a HAT
closely related to PCAF, did not have any effecMIDR1 expression. These data suggest
that a HAT complex containing PCAF and ADA2B hasoke in the regulation of basal



expression of MDR1. Furthermore, these data alslicate that, although PCAF and
GCN5 are homologous, they have distinct functidnscontrast to drug sensitive cells,
PCAF, ADA2B and GCNS5 specific sSiRNA treatment résdlin no change in MCF7-KCR
cells. However, simultaneous knockdown of PCAF &@@N5 resulted in a reduction of
MDR1 mRNA level in the drug resistant cells. Thiading suggests that these HATs
substitute each other in maintaining the elevatgulession of MDR1.

In order to study the role of p300 in the regulatad histone acetylation and MDR1 gene
expression, its function was inhibited by a noveimpound, HATi Il. The recently
described inhibitor was shown in vitro to inacte’gi300 to a higher, GNC5 to a lower
extent at 5 M concentration. In both studied cell lines HATitteatment resulted in the
reduction of genome-wide acetylation on H3K9, H3KHBK18 and H4K12 lysine
residues. Upon treatment of MCF7 cells with 20 HATi II, MDR1 mRNA level slightly
decreased, which may indicate the regulatory rb[@60 in MDR1 expression in the drug
sensitive cells. HATI Il treatment caused lower BPIMRNA level as well. Despite the
reduced genome- wide histone acetylation, levelcetyl lysine residues in the chromatin
region of the studied genes were not affected byddgtrease of gene expression caused by
HATI Il treatment. The compound may inhibit the t&tion of other lysine residues than
the studied ones or it is possible that the acibyleof some transcriptionaly regulatory
non-histone proteins is affected.

Interestingly, HATI treatment caused a further @ase in the expression of MDR1.
Fluorescent drug efflux assay showed lower inttatzel doxorubicin accumulation in the
HATi treated MCF7-KCR cells than in the untreatedllss PgP expression was
accompanied with elevated acetylation level of H3#4MDR1 specific regions. One
possible explanation for the unexpected inductibRlDR1 gene could be that HATI Il is
sensed by the cell as a xenobiotic thereby it atdy several signaling pathways. Another
hypothesis is that inhibition of p300 may resulthe activation of a/some HAT(s) and this
acetylates H3K4 lysine residue. However, it is goesble whether increased MDR1
MRNA level is due to elevated level of acetyl H3K3ince p300 participate in the

regulation of several non-histone proteins as wells possible, that alteration in the



acetylation state of another factor that regula#f3R1 expression causes the higher
MRNA level.

Our results suggest that the generation and maintenof histone acetylation is differently
regulated in the drug sensitive and resistant.ciiigh level of histone acetylation can be
the consequence of increased HAT activity, but experiments did not confirm this
possibility in the case of PCAF, GCN5 and p300rdased acetyl lysine level can also be
caused by the reduced activity or the lack of HDA@%e observed an increased
expression level of HDAC5 and a reduced mRNA |lefeSIRT7, and presumably other
regulatory mechanisms of HDACs may also be changédte MCF7-KCR cells compared
to MCF7 cells.

Summary

Our results indicate that the drug resistant MCFEZRKcell line uses multiple mechanisms
that ensure elevated MDR1 expression. These mexrthannclude gene amplifications and
epigenetic alterations. Gene expression is assaociaith highly increased acetylation
level of H3K9 lysine residue around the transcopél start site in the drug resistant cells.
Gene induction in the drug sensitive cells is @scompanied with acetylation of H3K9 in
the promoter region. p300 and PCAF regulate MDRsab&anscriptional activity in drug
sensitive cells. In the drug resistant cells PCAfE &CN5 substitute each other in
maintaining the elevated expression of MDR1 ang thay be responsible for generating
the elevated H3K9 acetylation pattern at the MDREST Generally, histone acetylation
level is positively correlated with transcriptionattivity. Our results demonstrate that
active gene expression correlates with the incrbasmetylation level of only specific
lysine residues. However, acetylation of speci®iries not certainly results in additional
gene activity. Importantly, despite a change ofegexpression histone acetylation level in
the gene chromatin can be unaltered.

Our data suggest that repeated exposure to cherapthmay result in deregulated histone
acetylation. Our findings are valuable for the ustending of the role of histone

modifications in cancer.



