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1. Tartalmi 6sszefoglalo

A dolgozatomban bemutatott kutatds soran arra a kérdésre kerestiik a valaszt, hogy a
fehérjeaggregacionak, valamint a folyadék-folyadék fazisszeparacionak és az igy kialakulod
asszembliszomaknak milyen szerepiik lehet a tumoros betegségek kemoterapiaval szembeni
rezisztenciajanak kialakitasdban.

Els6 kérdésként megvizsgéltuk, hogy az emlétumorok kezelésében széles korben
alkalmazott neoadjuvans kemoterapiara adott valasz dsszefiiggésbe hozhatd-e a sejtekben a
kezelés elott megfigyelhetd — a transzkripcids mechanizmus gerincét ado — RPB1 fehérje
mintakban nagyobb szdmban fordultak elé nagy méretii (> lum atméréd) RPB1 fokuszok a
citoplazmaban, mint a parcidlisan regredialdo és a teljesen regrediald esetekhez tartozo
mintakban.

Ezt kdvetden azt vizsgaltuk meg, hogy a kordbbiakban azonositott RPB1 aggregatumok
jelenléte alkalmas lehete-e a kemoterdpia hatékonysaganak elorejelzésére. Az elmélet
teszteléséhez ismeretlen fenotipusi mintakon végeztiink immunfestést, majd ezeket a mintakat
az RPBI1 mintdzatuk alapjan besoroltuk a lehetséges fenotipusokba. Ezt kovetden
Osszehasonlitottuk a mintdk feltételezett és valos fenotipusat, majd kiszdmitottuk a besorolas
pontossagat. A teszt soran 13 mintabol 10 esetben megfeleld fenotipust prediktaltunk, a
regressziot nem mutatod eseteket 92%, a parcialisan regredialokat 76%, a tejesen regredialo
eseteket pedig 84%-o0s valoszinliséggel azonositottuk.

Ezen eredmények alapjan kijelenthetjiik, hogy a nagy méretli citoplazmatikus RPB1
fokuszok szama, amelyek feltételezésiink szerint aggregatumok, potencidlisan megfeleld
prediktiv markere a neoadjuvans kemoterapia sikerességének, emlétumorok esetében.

Amennyiben a tumorsejtek nagyobb hatékonysaggal allnak ellen a transzkripciot és
replikaciot célzd kemoterapidnak — abban az esetben, ha benniik a transzkripcidért felelds
komplex kozponti fehérjéje aggregalodik — az arra utal, hogy ezek a sejtek képesek a
génexpresszio egy masik lépésével vagy l€péseivel kompenzalni a kiesett transzkripciot.
Ismeretes példaul, hogy a transzkripci6 és az mRNS degradacié szorosan kapcsolt folyamatok!.
Dori-Bachash ¢és munkatarsai éleszt6kon kisérletezve tisztaztdk tovabba, hogy a
transzkripcidoban és az RNS bomlasban szerepet jatszo fehérjék egyiitt evolvalodtak, ami a két
génexpresszios 1épés szoros egyiittmiikddésére utal®. Tehat a kompenzalas lehetséges korabban
megszintetizalt mRNS-ek felhasznaldsaval. Erre a jelenségre magyarazatul szolgalhat az RNS

degradacio valtozasan kiviil a nemrégiben felfedezett asszembliszomak jelenléte is. Az



asszembliszomak RNS raktarként is funkcionalnak, benniik az RNS-ek stabilak, sot
transzlacidkompetens formaban vannak jelen. A szovetmintdkon végzett kisérletek
eredményeinek tovabbi vizsgalatira olyan megkozelitést valasztottunk, amellyel
kozvetlenebbiil vizsgalhattuk mind az asszembliszomak jelenlétét, mind szerepiiket a
kemorezisztenciaban. A tovabbi kisérletek soran MCF7 emldétumor eredeti sejtkulturakat
hasznaltunk fel ebbdl a célbol.

Els6 1épésként immunfestés segitségével vizsgaltuk, hogy megfigyelhetdek-e NOT1
tartalmi (a NOT1 az asszembliszomak legmegbizhatobb markerfehérjéje) citoplazmatikus
fokuszok a tumorsejtekben, amelyek az asszembliszomak jelenlétére utalnak. Kimutattuk, hogy
varakozasainknak megfeleléen az MCF7 sejtekben nagy szamban fordulnak eld NOT1 tartalmu
citoplazmatikus fokuszok.

Ezt kovetden megvizsgaltuk, hogy az emldtumorok esetében is gyakran alkalmazott
epirubicin hatékonysagat befolyasolja-e a folyadék-folyadék fazisszeparacid, mivel tudjuk,
hogy az asszembliszomak folyadék-folyadék fazisszeparacioval jonnek léte. Ehhez 1,6-
hexandiol (HEX) kezelést alkalmaztunk, mivel a HEX megbontja a makromolekulak kozotti
gyenge, masodlagos kolcsonhatdsokat, gatolva ezaltal a fazisszeparaciot. Eldszor
megallapitottuk azt a HEX koncentracidt, amely 6nmagaban nem okoz életképesség valtozast,
de feltételezhetéen mar képes a fazisszeparaciod gatlasara. Ez kisérleteink alapjan 1 m/v%. Ezt
kovetden egy olyan epirubicin koncentracidt kerestiink, amely mar kimutathatéan csokkenti a
sejtek életképességét, de csak olyan mértékben, hogy a kombindlt kezelés esetén fellépd
szinergikus hatas detektalhato legyen. Kisérleteink eredményei alapjan ez a koncentracio
20 pg/mL volt az MCF7 sejtek estében. Ez a kezelés 89%-os tulélési aranyt eredményezett.
Majd megvizsgaltuk, hogy az epirubicin és a HEX kombinacioban torténd alkalmazasa
felerdsiti-e az anti-proliferativ hatast. 20 pg/mL-es epirubicin 1 m/v% HEX-el kombinacioban
65,7%-o0s talélést eredményezett. Ez alapjan a HEX kezelés noveli az epirubicin hatékonysagat,
abban az esetben is, ha olyan HEX koncentraciot alkalmazunk, ami 6nmagaban nem toxikus a
sejtek szamara. Ez a megfigyelés arra enged kovetkeztetni, hogy a folyadék-folyadék
fazisszeparacionak fontos szerepe van az epirubicinnel szemben kialakul6 rezisztencidban.
Mindezek utan ultracentrifugdval torténd iilepités segitségével asszembliszomakat ¢&s
poliszomaékat dusitottunk epirubicinnel kezelt és kontroll MCF7 sejtekbdl. Majd proteomikai
¢s RNS szekvenalasi kisérleteket végeztiink a frakciokban megtaldlhatd géntermékek
jellemzése céljabol. Meghataroztuk az asszembliszomakban €s a poliszomakon jelenlevd
fehérjéket és RNS-eket, valamint megvizsgaltuk, melyek azok a géntermékek, amelyek

mindkét vizsgalt formaban jelen vannak a frakciokban. Az igy azonositott géneken
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génontoldgiai vizsgalatot végeztiink, hogy megallapitsuk, milyen fehérje csaladok transzlacios
allapota mutat valtozast az epirubicinkezelés hatasara. Megallapitottuk, hogy elsdsorban a sejt
metabolikus folyamataiban résztvevd enzimek, a transzlacidban szerepet jatszo fehérjék és a
transzporterfehérjék érintettek a transzlacids valtozasokban, ami illeszkedik a szakirodalomban
jelenleg ismert jelenségek kozé, és potencidlis magyarazattal szolgal az epirubicin ellen

kialakuld rezisztenciara.



2. Roviditésjegyzék

Arg Arginin

BRCA1/2 | BReastCAncerl/2 tumor szupresszor gének

BSA Marhaszérum-albumin (Bovine serum albumin)

Ccr4-Not | Carbon catabolite repression 4 —negative on TATA-less

CTD Karboxi-terminalis régid

DAPI 4’ 6-diamidino-2-fenylindol

DNS Dezoxiribonukleinsav

DP Prolin-Aszpartat

EDTA Etilén-diamin-tetraecetsav

ER Osztrogén receptor

FDR Hibas talalati arany (false discovery rate)

FRAP Fluoreszcenc;ia visszanyer¢és tulgerjesztés utan (fluorescent recovery after
photobleaching)

Gln Glutamin

HCD Magas komplexitasu régié (High complexity domain)

HER2 Human epidermal growth factor receptor 2

HEX 1,6-hexandiol

HSP90 |Hdsokk fehérje (Heat shock protein) 90

ID/LC Rende?zetlen/alacsony komplexitast régid (intrinsically disordered/low coplexity
domain)

Ki-67 Proliferaciés marker fehérje

i/ICS-/MS Folyadék kromatografia utani tandem Tomegspektrometria

LLPS Folyadék-folyadék fazisszeparacio (Liquid-Liquid Phase Separation)

IncRNS | hosszt nem kodold RNS

MCF7 Emldtumor-eredetii sejtvonal (Michigan Cancer Foundation-7)

Ig;zﬂtlo_ Metil-Tio-Cisztein

MCC Matthews korrelacios koefficiens

MMTS | Metil-metantio-szulfonat

mRNS messenger (hirvivd) RNS

NADH | nikotinamid-adenin-dinukleotid-hidrogén

NOT1 Negative on TATA-less

NR nyirokcsomo attétek

NST Nem specifikus tipusu emlétumor

PBS Phosphate-buffered saline

PBSTX |PBS + Tween20 + Triton X100

Pol I RNS-polimeraz 11

PR Progeszteron receptor

PTEN Tumor szupresszor gén




RNS Ribonukleinsav

RPB1-12 | DNS-fiiggé RNS-polimeraz II alegység 1-12
RPL Nagy riboszéma alegység fehérje

rRNS riboszoémalis RNS

Ser Szerin

SG Stressz granulum

22;?(1& Acetil transzferaz fehérje komplex

STK11 Tumor szupresszor gén

TNM Tumorstatusz: T — a tumor mérete, N — nyirokcsomo éttétek, M — tavoli metasztazisok
TR Primer tumor

tRNS transzfer RNS

TEAB Trietilammonium-bikarbonat




3. Irodalmi attekintés
3.1. Az emlétumorok jellemzése

A tumoros jellegli megbetegedések vilagszerte a vezetd haldlozasi okok kozé tartoznak.
Hazankban a daganatos megbetegedések eredményezik az Ossz-haldlozas mintegy 25%-4t.
Ezzel a masodik leggyakoribb haldloknak szdmitanak a sziv- és érrendszeri megbetegedések
utan. A daganatokat a géndllomanyt érinté olyan hibdk okozzdk, amelyek a sejtek
sejtekhez képest szaporodasi eldnyre tesznek szert’.

Az emldrak az emld duktalis vagy acinaris hamsejtjeinek rendellenes, szabalyozatlan
osztdddsa nyoman kialakuld betegség, amely a melanoma mellet a ndk vilagszerte
leggyakrabban diagnosztizalt malignus daganatos megbetegedése. 2022-ben 2,3 milli6 0j esetet
diagnosztizaltak vilagszinten, és megkozelitdleg 666 ezer halalozasért volt felelés* 6. Az elmult
¢vtizedekben a diagnosztikai eljardsok jelentds fejlddésen mentek keresztiil, ennek
koszonhetden egyre korabbi stadiumban és egyre pontosabban diagnosztizalhato. A terapias
megkozelitések hasonld mértékii fejlodése kovetkeztében a betegség mortalitdsa viszont
csOkkend tendenciat mutat. Ez a trend jelentds eredménynek szamit az orvostudomany szamara.

Magyarorszagon az emldrdk a harmadik leggyakoribb daganatos megbetegedés. A
nemzetkdzi statisztikakkal 6sszhangban az 6sszes tumoros eset 11,6%-at teszi ki. A nék korében
Magyarorszdgon szintén az emldérdk a leggyakoribb daganatos megbetegedés, az egyik

leggyakoribb daganatos halalok®.
3.1.1. Rizikotényezok és prevencio

Az eml6tumor kialakuldsaban szamos kiils@ eredetli (exogén) és belsé eredetli (endogén)
tényez0 jatszhat szerepet.

Az exogén rizikofaktorok példaul az életmodhoz kothetd tényezok, mint példaul az
egészségtelen étrend és ennek kdvetkeztében kialakuld obezitds’, a dohanyzas, illetve akar a
kis mennyiségben torténd alkoholfogyasztas is. A kiilonbozd kémiai és fizikai eredetii
karcinogén hatdsoknak vald kitettség, mint példaul az ionizald sugarzas, légszennyezés,
tisztitoszerek, peszticidek, ugyancsak ndvelik a betegség kialakuldsinak kockazatat’. Az
exogén rizikofaktorok egy masik fontos csoportja az Osztrogéntartalmi gyogyszerek
alkalmazasa. Az oralis fogamzasgatlo szerek jelentdsége az emldérak kialakuldsdban nem
tisztazott, ellenben a menopauza utani hormonpo6tlo terdpia €s a betegség kialakulasa kozotti

Osszefiiggés mar bizonyitott’.



Endogén kockazati tényezok korébe tartoznak a genetikai sajatossagok, a nem, az
¢életkor, a foldrajzi elhelyezkedés és szarmazés, a hormonhéztartasi zavarok és az emldben
jelentkezd egyéb proliferativ 16ziok. Az emldrakos esetek 5-10%-a genetikai eredetii’. A
leggyakoribb genetikai eredetii ok a BRCA1 és/vagy BRCA2 gének mutacidja, de egyéb,
genetikai korképekben jellemzO tumor szupresszor gének, példaul a p53 (Li-Fraumeni
szindréma), STK11 (Peutz-Jeghers szindroma) vagy PTEN (Cowden szindroma) mutacidja
kovetkeztében is kialakulhat a betegség!®. A genetikai hatteret alatimasztja a csaladi
anamnézisben el6forduld, korai ¢életkorban jelentkezd emldérakos megbetegedések
halmozodasa, amely kiilondsképpen az egyenes agi nérokonok esetében jellemzd!!.

Sok egyéb tumoros betegséghez hasonldan az emlérak kezelése is annal hatékonyabb,
minél korabbi stadiumban torténik a diagndzis. A lehetd legkorabbi észleléshez
nélkiilozhetetlen a szlirOprogramok biztositadsa, amely minden korosztalyban ajanlott a ndk
szamara. Tovabba 20 éves kor felett a rendszeres, havonta torténd emléonvizsgalat elvégzése is
nagyban hozzajarul a korai észleléshez. Az emlorak primer prevencidjanak egyetlen eszkdze az
atlag populacid szamara az egészséges ¢letmdd. Ennek kovetkeztében a megelézésben
elsddlegesen a szekunder prevencid szerepe emelhetd ki. Az emldsziirés képalkotdo modszerek
alkalmazasdval végezhetd. Magyarorszagon az emldsziirés népegészségiligyi program
keretében valosul meg, 45 ¢és 65 ¢év kozotti ndk kétévente vehetnek részt ingyenes
mammografias sziirdvizsgalaton. Azon ndk esetében, akik csalddjaban anyai agon eléfordult
emldrak vagy ismerten BRCA mutéciot hordoznak, a fokozott kockézat miatt akar az ajanlott

korcsoporton til is javallott a szirdvizsgalaton valé részvétel'.

3.1.2. Diagnozis

Az emldrakok legjellemzdbb tiinetei az emldben vagy honaljban megjelend, tapinthaté csomo,
az emld borének, méretének és/vagy alakjanak megvaltozasa, illetve az emldbimbo
véaladékozéasa. Az emlOsziird vizsgélatok célja az emldérak korai, tiinetmentes, még nem
tapinthaté stddiumban torténd diagnozisa és ezzel a kedvezébb prognézis elérése!?.

Az emldrak diagnozisanak felallitaisa multidiszciplinaris feladat. Az ugynevezett,
,»diagnosztikus tridsz”, azaz harmas vizsgalat (klinikum, radioldgia, patoldgia), a diagndzis
alapja. A daganat méretérdl, elhelyezkedésérdl, kornyezd szovetekhez és szervekhez vald
viszonyardl, valamint az esetleges metasztazisokrol a fizikalis és képalkoto vizsgalatok adnak
informaciot. Azonban a megfeleld terapias megkdozelités kivalasztasadhoz ezek mellett minden
attétképzo képességre gyanus elvaltozas esetén vékonytli aspirdcids citoldgiai vizsgalat vagy

core biopszids minta szdvettani vizsgalata sziikséges. Ezek segitségével megallapithatdo a



daganat pontos szoveti tipusa, tovabba bizonyos biologiai jellemz6i'3. igy ezek a vizsgalatok a
preoperativ diagnosztika 1étfontossagu részét képzik.

Az emlétumorok kiilonb6z0 tipusait a WHO altal kiadott klasszifikacié alapjan soroljuk
be'®. A szdvettani tipus ismerete a tumor egyéb jellemzéi mellett informéaciot ad a betegség
tulajdonsagairol és a varhato prognozisrol.

A tumor kiterjedésének vizsgalata is elengedhetetlen része a diagnosztikai folyamatnak
és a kezelés tervezésének. Az emldtumorok klinikai (cTNM), illetve patologiai (pTNM)
jellemzoi alapjan a betegség stadiumat tudjuk meghatarozni a TNM (T — a tumor mérete, N —
nyirokcsom¢ attétek, M — tavoli metasztazisok) statusz alapan. A TNM statusz megallapitasa

soran nem veszik figyelembe a tumor szoveti tipusat'*

. A statusz meghatdrozasa a vizsgalt
paraméterek részletes kritériumok alapjan torténd osztalyozasan alapul. A T, N és M
paraméterek alapjdn megéallapithatjuk a betegség stadiumat, amely a kezelés tervezéséhez nyujt
segitséget.

A core biopszidas mintdk az attétképzO hajlam meghatarozasa mellett tovabbi
prognosztikai és prediktiv markerek vizsgalatdban is szerepet jatszanak. A prognosztikai
tényezOk egy betegség valosziniisithetd kimenetelérdl adnak informaciot, prediktiv
markereknek pedig azokat a tényezOket nevezziik, amelyekkel egy adott terapids modszer
hatasossagat tudjuk elore jelezni. Egyes biologiai tulajdonsagok lehetnek egyszerre prediktiv
és prognosztikai markerek is'>.

Emlétumorok esetén a harom legfontosabb meghatarozand6 prognosztikai és prediktiv
marker a tumor 6sztrogén receptor (ER), progeszteron receptor (PR), HER2 (human epidermal
growth factor receptor 2), illetve Ki-67 statusza'®. Ezek a markerek segitenek a megfeleld
neoadjuvans terdpias kezelés kivalasztasaban'’.

Az emlérakok megkozelitéleg kétharmada hormonreceptor pozitiv'®. Ezen tumorok
progeszteron serkenti. A terdpia szempontjabol a hormonreceptor pozitivitds egy eldnyos
tulajdonsag, mivel szamos hormonterdpids szer is hatasosan alkalmazhat6 az ilyen tumorok
kezelésére. Az ilyen esetben hasznosithatd gydgyszercsoportok tobb ponton is képesek
semlegesiteni az Osztrogén hatdsat, majd a tumor miitéti eltavolitasat kovetden csokkentik a
recidiva valdszinliséget €s mortalitast. A hormonreceptor pozitiv daganatok kezelésére
alkalmazott hormonterapids szerek két f6 csoportja: a szelektiv 0sztrogén receptor modulator
szerek (pl. tamoxifen), amelyek 6sztrogén antagonistaként hatnak az emldszdvetben'®, illetve

az aromatazgatlok, amelyek a szervezet dsztrogén termelését gatoljak?’.
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A HER?2 egy receptor tirozin-kindz, amely szamos emberi sejttipus felszinén eléfordul.
Feladata, ligandum kotédésének hatasara olyan jeldtviteli utak aktivaldsa, amelyek
sejtosztodast indukalnak, illetve gatoljak az apoptdzist. Az emldrakok 15-20%-andl a HER2
megndvekedett mértékii expresszidja jellemzd a tumorsejtekre®!. A terapia szempontjabdl a
HER2 expresszid a hormonreceptorokhoz hasonloan ugyszintén eldnyt jelenthet, ugyanis
rendelkezésre all a HER2 elleni monoklonélis antitest (trastuzumab)?2. Ennek kovetkeztében
nagyon hatékony célzott terapidban részesiilhetnek a betegek.

Az ezen harom (ER, PR, HER2) prediktiv markert nem mutatdé daganatokat tripla
negativ tumoroknak nevezziik. Ez az allapot az eml8 tumorok mintegy 10—15%-4ra jellemz6>.
Ezen tumorok kezelésére a fent emlitett terapids opciok nem alkalmazhatok, igy gyogyitasuk
igen nagy kihivast jelent. Jellemzd rajuk az agressziv ndvekedés, prognodzisuk a tobbi
emldtumorhoz viszonyitva szignifikdnsan rosszabb®*.

Egy tovabbi széles korben vizsgalt prognosztikai marker a Ki-67 sejtmagi fehérje,

{25
Festési eljarasok segitségével lathatova valik, hogy egy tumor sejtjeinek mekkora hanyada Ki-
67 pozitiv, azaz a sejtek hany szazaléka osztodik. A magasabb (20% feletti) Ki-67 érték
agresszivabb terjedésii, gyorsabban ndvekvé, rosszabb progndzist tumorra utal*®?’.

A megfeleld terapias megkdzelités kivalasztdsdhoz nagyban hozzajarulnak a vizsgalt
prediktiv markerek, igy javitva a betegség kimenetelét. A tripla negativ emldtumorok kezelése
jelentds kihivast jelent az orvosoknak, igy a tovabbi prediktiv markerek felfedezése igen fontos

a betegség mortalitisanak csokkentése érdekében.
3.1.3. Terapia

Az emldrak kezelése szamos orvosi szakma egyiittmiikodésével torténik. Sebészi, sugarterapias
¢s onkologiai kezelések allnak rendelkezésre, az utdbbi kettd altalaban kombinacidban kertil
alkalmazasra®®.

A miitétek célja a tumor eltdvolitisa, ezzel a tovabbi terjedés és metasztazisok
kialakulasdnak megakadalyozasa ¢és a recidiva kivédése. Bizonyos korai staddiumban
diagnosztizalt esetekben valaszthaté a masztektomianal kevésbé radikalis, a tumor biztonsagos
eltavolitasa mellett a lehetd legtobb egészséges emlészdvetet megdrzd, emldmegtartd miitét>’.
Ennek feltétele a klinikailag 1., II. stddium, szoliter, kis kiterjedésli tumor (T1-T2), valamint az
NO-N1 nyirokcsom6 statusz €és a tavoli metasztizisok hidnya, illetve a posztoperativ
sugarkezelés elfogadasa®S. Mas esetekben radikéalisabb miitétre lehet sziikség™®, illetve a tumor

bizonyos jellemzéi kontraindikalhatjék a sebészi kezelést®!.

11



Az onkologiai szerekkel vagy sugarterapiaval torténd kezelés lehet adjuvans (a mutétet
kovetd), vagy neoadjuvans (a miitét eldtti). Az adjuvans kezelés elsddleges célja a miitét utan
hatramarad6 tumorsejtek elpusztitasa és ezzel a recidiva valdszinliségének minimalizaldsa. A
miitéten atesett betegek tobbségének adjuvans radioterapia javasolt®’. A daganat szdvettani
tipusatol, stadiumatol, illetve prognosztikai markereitdl fiiggden egyéb terapias modszerek
(molekularis célzott terdpia, endokrin terdpia, kemoterapia) is alkalmazhato?®,

A neoadjuvans terapia a lokalisan elérehaladott tumoroknal, ¢T2 (2 cm-t meghaladd, de
5 em-nél kisebb tumor) és cNO (nincs regionalis nyirokcsomo attét), vagy ¢/pN-pozitiv statusz

esetében keriilhet alkalmazasra®.

A terapia célja a daganat méretének csokkentése
(,,downstaging”), a miitét lehetové tétele, illetve a tumor kisebb méretébdl adéddan az operaciod
radikalitdsanak csokkentése. Egyes esetekben akar teljes regresszi6 is elérhetd neoadjuvans
terapiaval®*. Az adjuvansan alkalmazott terdpids modszerek neoadjuvansan is alkalmazhatok.
Az elérhet6 terapias megkozelitések koziil historikusan az endokrin terapia volt az egyik
legelterjedtebb. A leggyakrabban alkalmazott szer a tamoxifen, amely egy szelektiv
Osztrogénreceptor-moduldtor. A tamoxifen az 17B-Osztradiol kompetitiv inhibitora az
Osztrogénreceptorhoz kapcsolodva megakadalyozza a jelatvitelt a novekedést serkentd
jelatviteli iton'®. A neoadjuvans kezelések masik gyakran alkalmazott modszere a kemoterapia.
Alegszélesebb korben elterjedt kemoterapias szerek az antraciklinek, mint az adrinamycin vagy
az epirubicin. Ezek a szerek képesek beépiilni a DNS-be és megakadalyozni annak
replikaciojat, ami lehetetlenné teszi a sejtek osztodasat, tovabba a Topoizomeraz II gatlasan

t*>. Az antraciklineket szdmos esetben kombinaljak

keresztiil blokkoljak a transzkripcio
kiilonbozd taxol szarmazékokkal, mint a paclitaxel vagy a docetaxel. Ezek az anyagok
megakadalyozzak a mikrotubulusok depolimerizaciojat, ami a sejtciklus elakaddsdhoz vezet a
G2/M fézisban, ezzel sejthalalt idézve el6*®. Tovabbi gyakran alkalmazott kiegészitd szerek a
ciklofoszfamidek, amelyek tartalmazhatnak fluoropirimidineket is, mint példaul az 5-dezoxi-
fluoro-imidin. Ezek a szerek DNS alkilal hatasuknak kdszonhetéen valtanak ki sejthalalt®”.

Az egyik legijabb neoadjuvéans terdpias megkozelités a HER2 receptor célzésa,
amelyhez a terdpias antitestek megjelenése nyitotta meg a kaput. A HER2-t felimerd antitest
példaul a trastuzumab, amely képes a receptorhoz kapcsolodni és blokkolni a rajta keresztiil
megvalosulo jelatvitelt?,

A kiilonb6z0 tipusu daganatok kiilonb6zd kemoterapids szerekre adott valasza eltérd

lehet. Egyes szerekre jellemzden a betegek egy adott csoportja reagal jol'°

. A kemoterapids
szereknek sulyos mellékhatasaik lehetnek, ezért fontos, hogy a betegek egyénre szabott

terapiaban részesiiljenek, azaz csak olyan kemoterapias szert kapjanak, amely eldrelathatolag
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hatasos lesz az esetiikben’®. Egy szer alkalmazhatdsagara egy adott tipust tumor esetében a
3.1.2 fejezetben targyalt prediktiv markerek statuszabol lehet kovetkeztetni. A neoadjuvans
kemoterapia hatékonysaganak eldrejelzése kiemelten fontos a kezelés optimalizalasa, és ezzel

a kedvezobb prognozis eldsegitése céljabol.
3.2. A transzlacié és a tumorigenezis kapcsolata

A tumoros megbetegedések hatterében genetikai vagy epigenetikai valtozasok allnak. Ezek
spontan bekovetkezd mutaciok vagy egyéb mutagén hatdsok (kémiai vegyliletek, sugarzas,
biologiai agensek pl. virusok, transzpozonok) eredményeképpen alakulhatnak ki. Epigenetikai
modosulasokrol akkor beszéliink, ha a mutacidé nem kozvetleniil magat a tumor kialakuldsaban
szerepet jatszo gént kodold szekvenciat érinti, hanem a génkifejezodést szabalyozd egyéb
folyamatokon keresztiil érvényesiil. Ilyen lehet példaul a kromatinszerkezetet érinté valtozas
vagy egy szabalyozasban szerepet jatszO DNS szakaszt érintd hatds (pl. promotert vagy
enhanszert), ami ennek a génexpresszidjat képes megvaltoztatni®.

A génkifejez6dés késobbi folyamatai is szerepet jatszanak a tumorok kialakulasaban.
Ezek koziil a transzlacid jelentdsége is meghatdrozo lehet, mivel a nem megfeleld
fehérjeszintézis hibas géntermékek képzddéséhez vezethet. Ennek oka leggyakrabban a
transzlacids apparatusban —kiilondsképpen a riboszémaban — bekdvetkezd rendellenességekben
keresendd. A tumorsejtekben nagy gyakorisaggal halmozddnak fel olyan mutéaciok, amelyek a
riboszéma alegységeit felépitd fehérjéket kodold géneket érintik®®. A riboszomalis fehérjék
mennyiségi vagy mindségi valtozasai jelentds hatast gyakorolhatnak a képzddd polipeptid
lancra. Kulcsszerepet jatszhat a tumor kialakuldsaban a riboszomalis fehérjéket kodold gének
expressziojanak megvaltozasa is. Riboszomalis fehérje muticidra egy példa a T-sejtes akut
limfoid leukémias betegeknél leggyakrabban megtigyelt RPL10 fehérje mutacidja a 98-as
Arginin aminosavat kodold pozicidban. Ez a mutacio leronthatja a transzlacio fidelitasat azaltal,
hogy a kodon hiiséget gyengiti, azaz az mRNS szekvencidjdn nem kodolt aminosavak
beépiilését teszi lehetévé®®. Abban az esetben, ha a riboszomaba nem a kodonnak megfeleld
tRNS Iép be, hibas aminosav keriil beépitésre a szintetizal6do peptidlancba. Ennek korrigalasa
a sejt altal a késdbbiekben mar nem lehetséges. Ebbdl kdvetkezden még az aminosav beépitése
el6tt kell biztositani a megfeleld ellendrzd folyamatot. Ez elsdsorban az mRNS és a tRNS kozott
1étrejovo nagy specifitdsu kodon-antikodon kapcsolaton keresztiil valosul meg. Az aminoacil-

140

tRNS-ek képzddése éppen ezért kettds ellendrzés alatt all™. Azok a mutacidk, amelyek a

crer

hibés fehérjék képzddéséhez vezet. Tovabba klinikai megfigyelések alapjan a T-sejtes akut
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limfoid leukémidban szenvedd gyermekek koziil ~10% rendelkezett valamilyen r-fehérjét
érintd mutacioval. Az RPL10 Arg98Ser missense mutacioban a beteg gyermekek 6,5%-a volt
érintett*!*2, Figyelembe kell venniink azonban ezen mutéciok jelentdségének értékelése soran,
hogy a mutaciok sejtalpopulacionkként eltéréek lehetnek®. Ez a nagy mértékii heterogenitas
elsésorban a szolid tumorok sejtjeinek sajatossaga**. Egy mutdcioval érintett riboszoma altal
megszintetizalt fehérje nem megfeleld térszerkezetébdl adodoan a normal funkcidjat betdlteni
képtelen lehet, tovabba fehérje aggregatumok kialakulasahoz vezethet®.

A sejtekben szamos mechanizmus biztositja riboszoma-defektus esetén a sejtciklus
sziineteltetését, indokolt esetben a sejthalalt. Az egyik ilyen funkcioért felelés a p53
tumorszupresszor gén, amely szamos mas szituacid mellet a riboszéma defektusai esetén is
aktivalodik*®*’. Ahhoz, hogy a p53 a sejtciklus megallasat elidézze, sziikség van két, a
riboszoma felépitésében is esszencidlis fehérjére. Ezek az RPL11, illetve az RPLS fehérjék,
amelyek defektusa stlyos kovetkezményekkel jarhat, mivel kontrollalatlan sejtosztodast
idézhetnek el6*s°,

A fehérjék megfeleld térszerkezetének megkérddjelezhetetlen jelentdsége van abban,
hogy el tudjék-e latni funkciodikat a sejtben és a szervezetben®'2. A sejtek citoplazméja vizes
kozeg, és a fehérjék a helyes, biologiailag aktiv térszerkezetiik kialakitasa sordn oly mddon
rendezddnek, hogy a hidrofob tulajdonsagu aminosavak oldallancai beliilre, mig a polaris
tulajdonsaguiak kiviilre, a felszinre keriilnek®'. Hibas térszerkezet kialakitasa esetén azonban a
beliil elhelyezkedd hidrofob tulajdonsagui aminosavak képesek a fehérje felszinére kikeriilni.
Rendszerint az ilyen hidrofob felszineket ismerik fel a dajkafehérjék, vagy mdés néven
chaperonok, amelyek a helyes térszerkezet kialakitasaért, tovabba a konformacio
ujjaszervezéseért feleldsek. A chaperonok milkddése biztositja, hogy a fehérjek
visszatérhessenek a funkcidjuk ellatasahoz sziikséges nativ térszerkezetbe. Amennyiben ez a
folyamat nem megy végbe, fehérje aggregatumok alakulhatnak ki (1. abra). Ha a hibas
térszerkezetet felvett fehérjék apolaris oldallancai nagy koncentracioban vannak jelen a fehérje
felszinén, azok a kedvezObb energetikai allapotra torekedve egymas felé fordulnak, és igy

hidroféb-hidroféb kolcsonhatdsok altal vezérelve Osszekapcsolodhatnak, aggregatumokat

képezhetnek™.
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1. abra — A chaperonok szerepe a fehérjék megfelelo térszerkezetének kialakitasabans

A sejtekben jelenlévd fehérjéket a szintézisiiket kovetden a megfeleld
sejtkompartmentbe kell juttatni, ahol a késébbiekben képesek ellatni a bioldgiai funkcidjukat.
A kiilonboz6 fehérjelancok mas molekulakkal kapcsolddhatnak €s tovabbi komplexeket
alkothatnak. Az ilyen hibés térszerkezettel rendelkezd fehérjék nem képesek a megfeleld
kompartmentbe jutni, és/vagy a megfeleld modon dsszeszerelddni mas alegységekkel. Az ilyen
fehérjéket, szelektiven fel kell ismerni, majd lebontani. Az emberi gének igen kis szazaleka
kodol olyan fehérjét, amely a megfeleld kompartmentbe torténd transzport és mas
komponensekkel val6 0sszeszerelddés nélkiil is felveszi a funkcioképes térszerkezetét.

Elengedhetetlen, hogy a frissen képzddott polipeptidlancokat, amelyek esetében még az
Osszeszerelodés, valamint a transzportfolyamatok nem zajlottak le teljesen, a sejt
megkiilonboztesse az aberrans fehérjéktdl. A hibasnak érzékelt, lebontasra itélt fehérjéket a
fehérjemindség-ellendrzé rendszer ismeri fel. A detektalast kovetden poli-ubiquitin szignal
keriil a lebontand6 fehérjére, amely kijeloli azt a lebontast végzd ubikvitinacio-fiiggd
proteoszoma szaméra>>>*,

Az egyes fehérje alegységeknek a kivant sztochiometriai ardnyban, vagyis megfeleld

mennyiségben sziikséges jelen lenniiikk a nagyobb méretli komplexbe torténd szervezOdés
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folyaman. Az ilyen, 6sszetett komplexek dsszeépiilése tobb szinten, a génexpresszio tobb Iépése
altal is szabdlyozott. A génkifejez0dés sajatossagai nyoman az egyes komponenseket kozel
idedlis sztdchometriai ardnyban termeltetni igen nagy kihivast jelent. Amennyiben ez a finom
egyensuly felborul, az hibas fehérjék képzddését vonhatja maga utan’>.

Az olyan, sok alegységbdl felépiil6 komplexek esetében, mint példaul a riboszoma vagy
a proteoszOma, az expressziOs szintek Osszeegyeztetése egy nagy jelentdségii és nehéz
feladat’>>3. A sejtekben taldlhaté makromolekula-komplexek koziil a riboszoma megfeleld
Osszeallitasa az egyik legnagyobb kihivas. A kozel 80 fehérjébdl és rRNS-bdl felépiild eukariota
riboszoéma biogeneziséhez szamos faktor jelenléte €s Osszehangolt milkodése sziikséges.
Tovabb fokozza a folyamat komplexitasat és a sziikséges elemek szamat az is, hogy a
riboszomat alkoté rRNS és fehérje komponensek is szamos érési 1épésen mennek keresztiil>>.
A riboszomalis fehérjék mas fehérjékhez képest rendkiviil hosszu féléletiddvel rendelkeznek,
stabil szerkezetilknek koszonhetden. Ennek koszonhetd, hogy a riboszomafehérjék
felhalmozodnak a citoszolban, ha a fehérjék lebontdsat végzd proteoszoéma aktivitasa
lecsokken>®>’. Ennek kovetkeztében az aberrans fehérjék egy jelentds hanyadat a riboszomalis
komponensek teszik ki. Ezek degradécioja a riboszéma altal betdltott funkceio miatt kiilondsen

nagy jelentdséggel bir®,

Riboszéma

', Riboszéma kotd
chaperon

Downstream
chaperon
8 — — —>

Folding

—  Kijarati
csatorna Nativ szerkezet

2. abra - Riboszoman megvalosulé fehérje folding™®
PTC=peptid transzferaz center
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A mutaciok kovetkeztében 1étrejott aberrans riboszomakon torténd fehérjeszintézist
kovetden aggregatumok alakulhatnak ki*®. A proteoszoma aktivitas csokkenésének hatdsara,
vagy akkor, ha a komplexet alkot6 komponensek valamelyikébdl nem 4all rendelkezésre
chaperon halozat elemeibdl hiany all fenn, szintén aberrans, aggregaciora hajlamos fehérjék

képzédhetnek™.
3.3. A folyadék-folyadék fazisszeparacio

A fehérjek és/vagy nukleinsavak kozott kialakuld multivalens kdlcsonhatasok hatasara szamos
esetben olyan makrostrukturak jelennek meg a sejtek belsO terében, amelyek folyadékszerti
tulajdonsagokat mutatnak>-%°. Ezt a jelenséget folyadék-folyadék fazisszeparacidonak (angolul:
liquid-liquid phase separation (LLPS)) nevezziik. Kémiai értelemben a folyadék-folyadék
fazisszeparacid egy kedvezd energetikai allapot elérését jelenti, amely folyamat soran egy
folyadékoldatban egyes anyagok koncentracidja lokalisan jelentésen magasabb, mint az oldat
mas részeiben. A folyamat in vitro rendszerekben is megfigyelhetd, mivel elsédleges hajtdereje
kiilonb6z6 kémiai kdlcsonhatasokban rejlik. Ilyen kdlesdnhatasok példaul a hidrofob-hidrofob
interakcidk, ionos kotések, dipdlus-dipolus kolcsonhatasok, gyenge atmeneti multivalens
kolesonhatasok (3. abra). A fazisszeparacid kialakuldsaban jelentds szerepe lehet tovabba a
kolcsonhatd molekulak egyedi tulajdonsidgainak, mint példdul a fehérjelancok hossza,
toltéseloszlasa, magasabb rendli szerkezeti tulajdonsagaik, vagy akar a rendezetlenségre valo
hajlamuk® ¢!, A fazisszeparalt struktirdk szoros kdlcsonhatisban allnak az dket koriilvevd
kozeggel, ez folyamatos energia- és anyagkicserélddést jelent. Ez lehetdvé teszi a dinamikus
valtozasukat, amely a sejtek szdmara kifejezetten hasznos tulajdonsag, mivel igy az egyes
ingerekre adott valaszként valtoztathatjak a fazisszeparalt strukturdk tartamat, lehetdséget

biztositva ezaltal stresszvalaszra vagy lokalis adaptéaciora is.
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3. abra — A folyadék-folyadék fazisszeparacio kialakitasaban szerepet jatszo kiilonbo6z6
eréhatasok®?

A folyadék-folyadék fazisszeparacié kiillonbozo folyamatokban betdltott szerepe (dbra felsé része és a
fazisszeparaciot kialakité molekularis kolcsonhatasok (abra also része).

3.3.1. A membran nélkiili organellumok

Az evolucio folyamatanak egyik igen jelentdés hozadéka, hogy a sejtekben kiilonféle
kompartmentumok alakultak ki. Erre azért volt sziikség, mert az élethez nélkiilozhetetlen,
hihetetlentil nagy szamu, kiilonb6z0 biokémiai reakcid, az azokat katalizdld szamos
enzimfehérje és egyéb velilk kolcsonhatd molekuldk (szubsztratok, ko-szubsztratok és
katalizatorok) kiilonféle reakciokoriilmények kozott tudnak optimalisan kolesonhatasba 1épni

egymassal®

. Az eukaritta sejtek jellemzdje, hogy benniik lipid-membrannal koriilhatarolt
sejtorganellumok talalhatok (példaul: sejtmag, mitokondrium, kloroplasztisz, endoplazmatikus
retikulum), amelyek belsd tere drasztikusan eltérd tulajdonsdgokkal rendelkezhet a relative
egységesnek tekinthetd citoplazmatikus kdrnyezethez viszonyitva®*. Azonban a citoplazma sem

teljesen uniform és szamos olyan reakcio jatszodik le benne, amelyek kiilonféle koriilményeket
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igényelnek. Ezek a koriilmények elsdsorban nem drasztikusan eltérd lokalis pH-t, ozmotikus
potencialt vagy hasonld fizikokémiai kornyezetet jelentenek, hanem jellemzbéen a reakcio
Ennek kovetkeztében jonnek létre a membrannal nem koriilhatarolt sejtorganellumok, mint
példaul a Cajal-testek is®.

Szamos ilyen membran nélkiili organellumot irtak mar le. Az elsé, a sejtmagvacska®
volt, amelyet Felice Fontana fedezett fel az 1770-es években, am az elsd hiteles leirasra tovabbi
60 évet kellett varni. Azdta mar tobb tucat membran nélkiili organellumot fedeztek fel (4. dbra
¢s 1. tablazat).

A membran nélkiili organellumok 0,2-2 um nagysagi kondenzitumok, amelyek
valtozatos alaktak lehetnek és kiilonféle specifikus fehérjékbdl és nukleinsavakbol épiilnek fel,
azonban lipideket jellemz&en nem tartalmaznak®®. A kondenzatumokban szamos olyan fehérje
talalhatd meg, amelyek nukleinsavkotd tulajdonsaggal rendelkeznek, ami aldtdmasztja a
génkifejez8désben betdltdtt szerepiiket’”*®. A membran nélkiili organellumok platformként
szolgalnak a sejtmagban és a citoplazméban lejatszodd génexpresszids folyamatok soran,
illetve specifikus kondenzatumok is képzddnek, amelyek egy-egy adott sejttipusra jellemzdek

vagy a sejtet ér0 stressz hatésara alakulnak ki.

TIGER domén

Endoplazmatikus retikulum

Stressz granulum Sejtmagi foltok

@

Parafoltok
Sejtmagi stressz test S
> 4
P-test Vi - Sejtmagvacska

Sejtmagvacska sapka 4 //.\\

Sejtmag ]
Hiszton 16kusz test J

PML magi test (_\ s’

Sejtplazma

P granulum

Cajal testek
Myo granulum

RNS transzport

granulum Cajal Gem

Nuage

4. abra - Az eukariéta sejtek jellemzo legjelentésebb membran nélkiili organellumai®
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1. tablazat - A legismertebb citoplazmatikus és sejtmagi membran nélkiili organellumok

és funkcioik

Lokalizacio Membran nélkiili organellum | Bioldgiai funkcid
Citoplazma Stresszgranulumok mRNS raktéarozas, transzlacié szabalyozas®-"
RNS-transzportgranulumok mRNS raktirozas, transzport a neuronokban’!
U testek snRNP raktérozas és dsszeszerelés’
P-testek mRNS bontas, csendesités’
Balbiani-testek oocitdkban megtalalhaté atmeneti, membrankotott
organellum’>74
P granulumok ivarsejt specifikus struktura”
cGAS-kondenzatumok immunfolyamatok jelatvitelévelét megvalosito stuktara’
Asszembliszomak fehérjekomplexek dsszeszerelése, genotoxikus stressz
elleni védelem’”78
Sejtmag Cajal-testek sejtmagi komplexek dsszeszerelése’* ¥
PML testek apoptozis, virusok elleni védelem, transzkripcid
szabalyozas®!
Magifoltok mRNS splicing®
Parafoltok RNS tarolas®3

Szadmos membran nélkiili organellumra jellemzd, hogy folyadékcseppekhez hasonlo
viselkedést mutatnak®. Ennek hétterében az all, hogy a membran nélkiili organellumok
kialakulasaban meghatarozé szerepet jatszik a 3.3 fejezet bevezetésében ismertetett folyadék-

folyadék fazisszeparacid jelensége.

3.3.2. Az mRNS lokalizacio és a folyadék-folyadék fazisszeparacido szerepe a

transzlacio szabalyozasban

A sejtek egyes kornyezeti vagy belsé ingerekre adott reakciojdnak finomhangoladsahoz
elengedhetetlen, hogy a génkifejez0dési valaszt térben €s idében percizen lehessen szabalyozni.
Ma mar tudjuk, hogy egyes mRNS-ek transzlacidja sok esetben a sejten beliil kitiintetett
régiokra korlatozodik. Ez a jelenség mind a prokariétakra, mind az eukariétakra jellemz6®°.

A prokariotakrol kordbban azt feltételezték, hogy nem jellemz6 rdjuk az mRNS-ek
sejten beliili lokalizacigjanak szabdlyozdsa, mivel a sejtméretiik kicsi, nem rendelkeznek
membrannal kdriilhatarolt sejtalkotokkal és benniik a transzkripcio és a transzlacio térben és
idében altaban nem kiiloniilnek el egymastol. Azonban ma mar tisztdban vagyunk vele, hogy a
prokariotakra is jellemzd a nukleinsavak sejten beliili transzportja €és a transzkripcids és
transzlacids folyamatok elvalasztisa (5. dbra). Ezek az eredmények a modern képalkotod

modszereknek koszonhetdk, amelyek lehetévé teszik a transzlacid valos idejii nyomon

20



kovetését’®*8, Nagy novekedési rataval rendelkezd Escherichia coli-ban megfigyelték, hogy a
riboszémak nagyfoku térbeli szegregaciot mutatnak a genomi DNS-t6l. Bar a transzkripcid
nagyrésze a transzlacidhoz kapcsoltan torténik, a transzlacié jelentés hanyada szabad mRNS-
eken megy végbe, amelyek térben eltavolodtak a genomi DNS-tdl €s riboszémakban gazdag
sejtrégiokban lokalizalodtak®’. Ez merdben ellentétes a korabbi tudomanyos vélekedéssel. Ma
mar tudjuk, hogy a prokariotdkban az mRNS lokalizicid lehet transzlacio-fiiggs® vagy
figgetlen is”°. Tovabba azt is megfigyelték, hogy bizonyos mRNS-ek felhalmozodnak azokban
a sejtrégidkan, ahol az altaluk kodolt fehérjék taldlhatoak. Példaul a citoplazmatikus
kloramfenikol-acetiltranszferaz  enzim®, a transzmembran laktdzpermeaz’' vagy a

membrankotott laktézpermeaz”®

esetében. A lacZ gén altal kodolt B-galaktozidaz fehérje
esetében a protein kdzelében megfigyelheté mRNS granulumokat is kimutattak®>" (5. 4bra a).

Az eukariota €él61ények koziil az élesztokre jellemzd mRNS lokalizacios jelenségekrdl
tudunk a legtobbet. Saccharomyces cerevisiae-ben a She2—She3 fehérjekomplex kérnyezetében
tobb tiz mRNS lokalizalodik™. A legjobban karakterizalt ilyen jelenséget mutaté mRNS az
ASHI1, amely az anafazis sordn a keletkez6 utodsejt csiicsaban lokalizalddik és szallitasa aktin
filamentumok mentén valosul meg”. Ez a szallitds tanszlaciosan inaktiv allapotban valésul
meg, kiilonbozé RNS koté fehérjék segitségével®®®’. Az mRNS sejtszervecskékhez torténd
lokalizaci6jat is leirtdk. Mind az endoplazmatikus retikulum®®, mind a mitokondriumok”
esetében (5. abra b).

A soksejtli él61ényekben az mRNS lokalizéacio és ez altal a transzlacid szabalyozéasa igen
széles korében elterjedt és sokrétii jelenség. Ezt megfigyelhetjiik, mind az egyedfejlédés soran
fellépd aszimmetrikus sejtosztoddsok, mind a kifejlett ¢€lélényekre jellemzd fizioldgids
valaszreakciok sordn. Eldbbire példa a Drosophila melanogaster petesejtek fejlodése,
amelynek soran a petét koriilvevd dajkasejtek latjak el mRNS-ekkel a transzkripcidsan inaktiv
petesejtet' %1% (5. dbra c). A Caenorhabditis elegans embriogenezise soran nélkiilozhetetlen

anyai mRNS-ek keriilnek atadasra a petesejt felé!'??

(5. abra d). Emlésok esetében pedig a
bélrendszerben figyelhetd meg az apikalis-bazalis tengely mentén Iétrejéové mRNS transzport!'®

(5. abrae).
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5. abra — mRNS lokalizacié ¢é lokalizalt transzlacié egysejtii és tobbestii él61ényekben3s
a: E. coli sejten beliili kompartmentumok és a benniik lokalizal6dé specifikus mRNS-ek; b: S. cerevisiae osztddasa
soran a kiilonbozé sejtkompartmentekben lokalizaldoddé mRNS-ek; c: D. melanogaster oogenezise soran a
mikrotubulsok mentén szallitott RNS-ek; d: C. elegans anyai eredeti mRNS-ek lokalizacidja korai embrid
kiilonboz6 sejtjeiben; e: human vékonybél enterocitasejtek apikalis — bazalis tengelye mentén eloszl6 kiilonbozo
mRNS-ek a tapanyag ellatottsag fliggvényében A=anterior, P=poszterior, D=dorzalis, V=ventralis

Az eddig ismert RNS tartalmi granulumok koziil a P-testekr6l és a
stresszgranulumokrdl rendelkeziink a legtobb informacidval.

A P-testek (angolul P-bodies, Processing bodies) a sejtplazmaban megfigyelheté RNS-
eket és fehérjéket tartalmazd granulumok, benniik az mRNS-ek transzlacidésan inaktiv
allapotban talalhatok meg!'®. A benniik talalhatd fehérjék dontd tobbsége 5°-3° irany mRNS
bontd funkcidval rendelkezik. Szerepiik foként a génkifejez6dés poszt-transzkripcionalis
szabdlyozasaban van, de transzlacidoszabdlyozasi és mRNS tarolasi folyamatokban is
kulcsfontossagiak. A P-test jelenléte evonliciosan konzervalt jelenség, amely az eukariota
élélényekre altaldnosan jellemzo®.

A stresszgranulumok (SG), ahogy azt a neviik is sejteti, stresszhatdsok kovetkeztében
alakulnak ki a sejtplazmaban. Benniik mRNS-ek, transzlacio iniciaciods faktorok, a riboszoma

kis alegysége, egyéb RNS-kotd és szamos tovabbi funkcioval rendelkezd fehérjék talalhatok
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meg. Megjelenésiik fontos a sejt tulélése szempontjabol, mivel szerepiik van a transzlacio
szabalyozasaban, mRNS tarolasban és kiilonféle jelatviteli utakban is'®. Egyik 8 szerepiik
nélkiilozhetetlenek, azonban a stresszvalaszban nem segitik a sejtet. Nagyfoku dinamizmus
jellemzo rajuk, vagyis a stresszhatas megjelenésekor rovid idon beliil kialakulnak és a stressz -

megsziintével gyorsan el is tiinnek®.
3.3.3. A folyadék-folyadék fazisszeparacio szerepe a tumorigenezisben

A folyadék-folyadék fazisszeparacion keresztiil megvalosuld tér- és idobeli szabalyozo
folyamatokban fellépd rendellenességek szamos modon jarulhatnak hozza a tumoros
betegségek  kialakulasahoz'®. Akiar a transzkripcio'®’, a  genomintegritas!®, a
kromatinszerkezet'?”’, az RNS érési folyamatok!!? vagy a sejten beliili jelatviteli folyamatok
diszfunkci6ja'!! is adodhat a fazisszeparacidhoz kothetd eltérésekhez. Ezen folyamatok mind
alapvetd jelentdséggel birhatnak a tumorok kialakuldsaban, mivel kontrollallatlan
sejtosztodashoz, a sejthaldllal szembeni ellenallas kialakuldsdhoz vagy metabolikus
Gjraprogramozashoz vezethetnek!!2.

A rékos sejtek olyan genetikai muticiokat halmozhatnak fel, amelyek szamos biologiai
folyamat szabdlyozéasat befolyéasolhatjdk a folyadék-folyadék féazisszeparacion keresztiil. A
fazisszeparacionak fontos szerepe van a kromatinszerkezet kialakitasdban, a transzkripcio
szabalyozasaban, a DNS hibajavitasban és a tumorszupressziés folyamatokban. Ennek
kovetkeztében a fazisszeparacios folyamatokat érintd mutaciok kontrollalatlan sejtosztodashoz,
a programozott sejthalal elkeriiléséhez, angiogenezishez ¢és attétek képzéséhez
vezethetnek!1>!13,

Tumoros folyamatok hatterében 4llhat a parafoltok féazisszeparacioval torténd

kialakuldsa, amely soran génaktivaciot befolyasolo!!*

vagy a Hippo ttvonalhoz tartozo, YAP-
aktivitast szabalyoz6 faktorok koncentralodhatnak''>. Nemrégiben kimutattdk, hogy a
sejtmagban megfigyelhetd RNS ¢és fehérje tartalmu kondenzatumok ligandum-fliggd szuper-
enhanszer aktivaciot és transzkripcids aktivaciot valtanak ki ERa, enhanszer régiokhoz torténd

bekotédésének hatasara'!'®

. A kordbban mar ismertetett stresszgranulumok is szerepet
jatszhatnak olyan jelatviteli utakon keresztiil, amelyek hozzajarulnak a tumorsejtek tuléléshez,
mint példaul a sejthalal elkeriilése, az antitumoralis immunfolyamatok kivédése vagy a

kemoterapidval és radioterapidval szembeni rezisztencia'!7 1.
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3.34. A folyadék-folyadék fazisszeparacio vizsgalata

A folyadék-folyadék fazisszeparacid vizsgalatara szamos megkdzelités és vizsgalati technika
all rendelkezésre. A szamitastechnikai modszerek koziil kiemelenddk a kiilonb6zd prediktiv
algoritmusok, mint példaul a SEG szegmental6 algoritmus, amivel a globularis, nem globularis
és alacsony komplexitasu régiok azonosithatok!'?’. A predikcié informéciot ad arrdl, hogy a
vizsgalt fehérje hajlamos-e fazisszeparaciora. Az elmélet kisérleti megerdsitésére is szdmos
modszer alkalmazhatd. Legegyszeriibb a kérdéses fehérje viselkedését vizsgalni, egyszeri

121

Osszetételli oldatokban'“". Az in vitro vizsgalatok soran kiilonb6z6 vegytiletek hasznalhatoak,

példaul a dextran, a polietilén-glikol vagy a Ficoll'??

. A fazisszeparalt strukturdk a
mikroszkopos vizsgalatok soran gOomb alaki cseppekként jelennek meg. Az egyik
legelterjedtebb mikroszképos vizsgalati mddszer a FRAP (fluorescent recovery after
photobleaching, fluoreszcencia visszanyerés tilgerjesztés utdn). A FRAP egy nem invaziv
modszer, ami egyarant alkalmas a kondenzatumokban fellépd folyamatok dinamikéjanak in
vitro és in vivo vizsgalatara'?!. Egy masik megkozelités a fazisszeparacié jelenségének gatldsa
kiilonb6z6é kismolekulasulyu anyagok segitségével. A leggyakrabban alkalmazott ilyen
molekula az 1,6-hexandiol (HEX).

Az 1,6-hexandiol (vagy hexan-1,6-diol; molekulaképlete: Ce¢H1402) egy kétértéki

primer alkohol, vizben 0ldddo, szintelen, szobahdmérsékleten szilard vegyiilet (6. abra).

0
P - Hh'\-»,_“ - H
H° ~.
0"

6. abra — Az 1,6-hexandiol szerkezeti képlete'?3

crer

folyamatokat'>*. A HEX képes a gyenge, hidrofob fehérje-fehérje és fehérje-RNS
kolesonhatdsok megzavarasara, ennek kovetkeztében alkalmas a fazisszeparacioval l1étrejovo
membran nélkiili organellumok tulajdonsagainak vizsgalatira'?>. A HEX képes gitolni a
stresszgranulumok kialakulasat'?. Az alkalmazott HEX kezelést minden esetben optimalizalni

kell, mivel a vegyiilet tul magas koncentracio6 esetén képes penetralni a sejtmagba, megzavarva
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a kromatin fazisszeparaciot. A HEX tovabba hatassal van a kindzok ¢és foszfatazok miikodésére,
emellett a sejtek életképességére is negativan hat'?”128, Mindazonaltal a HEX kezelés az egyik
leghatékonyabb ismert vizsgalati modszer a folyadék-folyadék fazisszeparacids folyamatok

vizsgalatara.

3.4. Az asszembliszomak jellemzése

Az asszembliszomak a kozelmultban felfedezett, RNS és fehérje tartalmu citoplazmatikus
granulumok. Benniik transzlacioban elakadt riboszoma-mRNS-naszcens fehérjelanc-
komplexek talalhatdak (7. abra), valamint kimutathaté benniik a NOT1 fehérje jelenléte’®.
Szerepiik a génexpresszid poszttranszkripcids szabalyozasdban van. Fehérjekomplexek

8

kotranszlacios Osszeszerel6dését teszik lehetévé 7® és szerepet jatszanak a DNS karosoddsra

129.130 Az asszembliszomak mas citoplazmatikus granulumokhoz

adott stresszvalaszban
hasonloan folyadék-folyadék fazisszeparacioval jonnek létre. Az asszembliszomakat eldészor
Saccharomyces cerevisiae-ben fedezték fel, szerepiiket pedig az Rptl és Rpt2 proteoszoma
alegységek Osszeszerel6désének folyamatdban mutattdk ki’®. Az Rptl és Rpt2 fehérjék
affinitdsa egymashoz gyenge, bakteridlis expressziosrendszerben termeltetve nem képesek
megfelelden kapcsolédni egymashoz. A megfeleld interakciod kialakuldsahoz szilikséges a
transzlacio megallitasa €és a képzodd fehérjelancok térbeli kozelsége. A stresszgranumokkal

ellentétben’® az asszembliszomak nem csak a riboszoma kis alegységét, hanem a teljes 80S

riboszomat tartalmazzak (7. abra).

Naszcens poly peptid
J/ £
i 6':?o 60S riboszoma \
w alegység
| 40S riboszoma
/ alegység mRy; S

7. abra — Az asszembliszomak sematikus abrazolasa”’
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Az asszembliszomadk EDTA-, RNaz- ¢és cikloheximid-rezisztens granulumok. Ez
megkiilonbozteti Oket a stresszgranulumoktdl P-testektél és egyéb membran nélkiili
organellumoktol (2. tablazat).

2. tAblazat — A stressz granulumok, P-testek és asszemblisz6mak osszehasonlitasa”’

Jellemz6 Stresszgranulumok P-testek Asszembliszomak
Az LLPS szerepet jatszik
a kialakulasukban fgen fgen fgen
A benniik tarolt fehérjék
ID/LC régiokban Igen Igen Igen
gazdagok
Konstitutivak bizonyos
Kialakulasukban Stresszhatasra sejtvonalakban, am Stresszhatasra
szerepet jatszo tényezok indukal6dnak stressz hatasara no a indukalédnak

szamuk és a méretiik

Cikloheximid-kezelésre
Igen Igen Nem
érzékenyek

RNaz-kezelésre
Nem Igen Nem
érzékenyek

' Nem azonositottak a
Riboszoma-alegységek

) 408 riboszomalis alegységek 408 ¢és 60S
jelenléte
jelenlétét
Ulepitésiikhoz hasznalt
18000x g 10000x g 163 000 x g

sebesség

Panasenko és munkatarsai az élesztdn végzett riboszomaprofilozasi kisérletek
eredményeibdl arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy az azonositott mRNS-ek transzlacidja
riboszémavesztegléssel torténik. Ez lehetdvé teszi, hogy a riboszéma kivezetd csatorndjabol
kilogd naszcens fehérjeldncok kolcsonhatasba lépjenek egymassal. A riboszomaveszteglés
ebben az esetben az mRNS-ek DP motivumén (prolin és aszpartat) valosul meg. A ritka
kodonpdrok transzlacid lassité/megakasztdo szerepét mar kordbban igazoltak'’!. Az
asszembliszomakban nem torténik 0j transzlacio inicidcid, ennek kovetkeztében nem torténik
riboszomaiitk6zés, az mRNS-en elakadd riboszoma-naszcens fehérjelanc-komplex
stabilizalodik, elkeriilve ezaltal a riboszomamindéség-ellendrzési rendszert'32. Ez a stabil allapot
lehetdséget biztosit az interakcids partnereknek (riboszoma-naszcens fehérjelanc-komplexek)
akolcsonhatas kialakitasara és ez altal a ko-transzlacios dsszeszerelddési folyamatra’®. Tovabba

fény deriilt arra is, hogy az Rptl N-termindlisanak rendezetlen doménje nélkiilozhetetlen a
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riboszomavesztegléshez’8. A NOT1 fehérje fontos szerepet tolt be szamos ko-transzlacios
mechanizmusban példaul az RNS-polimeraz II legnagyobb alegységének, az RBP1-nek (lasd
3.5 fejezet) vagy az  Spt-Ada-Gen5S  hiszton-acetiltranszferaz — alegységeinek

Osszeszerelésében!®3.
3.5. Az RNS-polimeraz II és a Ccr4-Not komplex kapcsolata
3.5.1. Az RNS-polimeraz I felépitése, biogenezise és miikodése

A DNS atirasat RNS-¢ az eukaridta sejtek sejtmagjaban harom, egymassal rokon — tobb
alegységgel rendelkez6 — RNS-polimeraz végzi. Az RNS Pol I az rRNS prekurzor szintézisét,
a Pol IT az mRNS és kis nem kddold RNS-ek atirasat, mig a Pol III tRNS és mas kis rRNS-ek
transzkripcidjat végzi'3?,

Az RNS-polimeraz Il egy heterokomplex, mely 12 alegységbdl épiil fel. Ezek kozott
taldlunk kettd nagy, illetve tobb, kisebb méretli fehérjelancot. E16bbi kettd, vagyis az RPB1 és
az RPB2 az aktiv centrum kettd, ellentétes oldaldn helyezkedik el. Az eukaridta polimerazok
felépitésére altalanosan jellemzd az, hogy kdzponti résziikon, egy az enzim aktivitasaért felelds
maggal rendelkeznek, amely 10 alegységbdl épiil fel'**. Az RNS-polimeraz 11 felépitését a 8.

abra mutatja.
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8. abra - Az RNS-polimeraz II felépitése!3®

Az 4bra bal oldalan (a) az eukariota RNS-polimeraz II felépitése 1athato a magot alkoté Rpb1, Rpb2, valamint
Rpb3 komponensekkel és a periférialisan elhelyezkedé RPB4-RPB7 alkomplexszel. Az dbra jobb oldalanak a
felsd soraban (b) a harom eukariéta RNS-polimeraz tipus szervezddésének az dsszehasonlitasa lathato. Kozépen
(c) a bakterialis RNS-polimeraz enzim felépiilésének szintjei talalhatok, mig a legals6 (d) sorban az RNS Pol 11
szervezddésének 1épései figyelhetdk meg!'>.

Az RNS-polimeraz biogenezise'**> a legtobb ilyen nagyméretli makromolekularis

komplex 1étrejottéhez hasonléan olyan Osszeszerelést végzd elemeket igényel, amelyek nem
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részei a végsé komplexnek. Ezek a faktorok a polimeraz életciklusdnak egy vagy tobb
szakaszdban is fontos szerepet tOlthetnek be. Ezek a szakaszok lehetnek: a polimeraz
biogenezise, sejten beliill megvalosuld transzportja, a transzkripcid vagy az enzim
a HSP90 segéd-chaperonjaként. Az R2TP segéd-chaperon szerepe kulcsfontossag az intakt
RNS-polimeraz II létrejottéhez, hiszen rajta keresztiil valosul meg a HSP90 chaperonnak az
RPBI1 alegységhez torténd toborzasa, amely HSP90 - a bekdtddését kovetden — az RPB1
Osszekapcsolodasat segiti az dssszeszerelddo polimerazzal. Mind a HSP90 dajkafehérjét koto
segéd-chaperon hianya esetén, mind pedig a HSP90 miikkodésének hianyaban a Pol II komplex
biogenezisének a =zavara 1ép fel. Ez a citoplazmatikusan felhalmozodott RPBI1
destabilizaciojahoz vezet. Az RPBI1 instabilitdsa kovetkeztében a citoplazmatikus RPBI1

konnyen degradalodik, ami csdkkent RPB1 szintet eredményez a sejtmagban'™,
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9. abra - Az RNS-polimeraz II biogenezise!3®

Az RNS-polimraz II biogenezisének modellje (i) a két 6 intermedier kialakuldsa a 12 (1-12 jeldlve) alegységbol;
(i1) a két intermedier az Osszeszerelodési faktorok (fekete) segitségével kapcsolodik egymashoz; (iii) az
Osszeszerelt polimeraz kapcsolodik az Iwrl sejtmagi import adaptor fehérjéhez, majd az importin alfa/béta
segitségével bejut a sejtmagba; (iv) a transzport és 0sszeszerelddési faktorok levallnak a polimerazrol, mely igy
bekapcsolodik a transzkripcidba; (v) a szabadda valt 6sszeszerelddési faktorok kidramolnak a citoplazmaba; (vi)

ey
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A polimeraz II alegységeinek hidnya az RPBI alegység citoplazmatikus
felhalmozodéasadhoz vezet. Ez a megfigyelés arra utal, hogy az enzimnek teljesen 0ssze kell
allnia a citoplazmaban miel6tt az a sejtmagba keriilhet, tehat a nuklearis transzport csupén a
teljesen Osszeallitott enzimekre korlatozodik. Ez egy olyan ellendrzési pont, amely biztositja,
hogy csak a megfelelden dsszeszerelt és mitkddoképes polimeraz II keriiljon a sejtmagba!*®. Az
alegységeken tul mas, a biogenezisben résztvevo fehérjék hidnya is az RPB1 citoplazmatikus

{135

Az RNS-polimeraz II aktivitasahoz esszencialis a C-termindlis domén, amely a
legnagyobb alegység meghosszabbitasaként alkotja a globuldris enzim kiilsé szegmensét'?’. Az
RNS Pol II RPB1 alegységének C-terminalis doménje (CTD) alapvetden egy rendezetlen,
alacsony komplexitasu régio, amely kritikus az mRNS transzkripcidja és érése szempontjabol.
Az RPBI1 alegység CTD régidja jellegzetes YSTPSPS aminosavsorrenddel rendelkezik. A régio6
ezen hét aminosavbol allo ismétlddésekbdl épiil fel, amelyek a 2-es, 5-0s, illetve a 7-es
pozicidban szerint tartalmaznak. Ezen szerin aminosavak foszforilacios allapota hatdrozza meg,
hogy az RNS-polimerdz milyen transzkripcios szakaszban van. Az 0sszes szerin pozicidban
defoszforilalt Pol II transzkripciésan inaktiv. Az 06tddik a pozicidban talalhatdé szerin
terminacio soran, illetve a transzkripcioban aktivan részt nem vevo RNS-polimeraz esetében ez
az aminosav nem foszforilialt. Az elongéacids szakaszban az 5-0s szerin mellett a 2-es is
foszforildlt. A terminicié soran csak a 2-es szerin foszforildlt!'*®. Ezen kitiintetett szerin
aminosavak foszforilacioja csak a magban talalhatdé Pol II-re jellemzd. A szerin aminosav,
hidroxilcsoportjanak kodszonhetden rendkiviil hidrofilla teszi ezt a szakaszt, tovabba helyet
biztosit a foszforildcid szdmadra is'**. Az RNS Pol II miikddése soran az RPB1 CTD doménjén
keresztlil megvalosuld interakciok altal polimerdz csoportosuldsok alakulnak ki az aktiv

géneket tartalmazd kromoszomaszakaszokon (10. 4bra).
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LLPS, LCD-LCD
interakciok

Iniciaci6 RNS Elongacio

10. abra - A CTD- fiiggo fazisszeparacion keresztiill megvaldsulo transzkripcio aktivacio
modellje'3’

s

kondenzatumok aktivator fehérjékhez kapcsoldnak. A CTD-k foszforildcidja utan elindul a transzkripcié. TSS:
transzkripcids start hely

Az enzimek karboxi-termindlis doménjei bekdtddnek a transzkripcidosan aktiv gének
promotereihez, majd ezt kovetden a rendezetlen régidikon keresztiil folyadék-folyadék
fazisszeparacidin mennek keresztiil. Az igy 1étrejovoé kondenzatumokban Pol II feldusulasok

jonnek létre!34137,

D2-RPB1-25R D2-RPB1-52R D2-RPB1-70R

Dendra2

DAPI

11. 4bra - RPB1 kondenzatumok a sejtmagban'3’
A fehér nyilak a sejtmagban megfigyelhetd RPB1 fokuszokat jelolik; a kiilonbdzé szamu heptapeptid
ismétlédéseket tartalmazo (25R, 52R, 70R) RPB1 fehérje variansok sejtmagi fokusz Iétrehozasara képesek.
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3.5.2. A Ccr4-Not komplex szerepe a génkifejezodés folyamataban

A tradicionalis felfogas szerint a transzkripcio iranyitja a génexpresszid késobbi (downstream)
1épéseit, mig a visszafelé haté (upstream feedback) szabalyozast sokaig elhanyagolhatonak
tartottdk. Ma mar tudjuk, hogy ezen folyamatok attételesen fizikai kapcsolatban allnak
egymassal'*>1%0 A citoplazmaban zajlé transzlacio képes visszahatni a sejtmagi transzkripcio
folyamatara. Ez példaul az RNS Pol II enzim, illetve a Ccr4-Not komplex kapcsolatan keresztiil
lehetséges. Eukariota organizmusokban ugyanis a fehérjeszintézis és az mRNS degradacio
folyamatat, a szamos funkciot betoltd Ccrd-Not komplex, valamint az RNS-polimeraz koti
Ossze egymassal'*!,

Ccrd4-Not az ecukaridta ¢€lolényekben megtalalhatd, evoluciésan konzervalt nagy
makromolekularis komplex, melynek pontos dsszetétele fajspecifikus!*!142. Mivel, az egyes
fehérjék pontos neve fajonként némileg eltér, az alkotofehérjékre a Ccr4-Not attekintése soran
az altalanos megnevezésekkel hivatkozhatunk. A komplex szdmos alegysége koziil hat (NOT1,
NOT2, NOTS5, CAF40, CCR4, illetve CAF1) az ersen konzervalt core régiot alkotja'*!. A
heterokomplex kettd f6 funkcionalis egységbdl — az eukariotak legfobb deadenildazaként is
ismert Ccr4-CAF, illetéleg a Not modulbol — ¢épiil fel, ezek a NOT1 alegységhez
csatlakoznak!'#!"!*. A NOT1 vazként szolgal a teljes komplex Osszeszerelddéséhez. Kiemelt
szerepe annak is kdszonhetd, hogy ez a komponens létesit kapcsolatot komplex alegységei
(deadenildz, ubikvitin ligaz) és azok mRNS szubsztratjai kozott. A NOT1 tovabba képes az
mRNS-hez kapcsolddni és ezaltal kozremiikodni annak lebontiasaban, vagyis a transzlaciod

negativ szabalyozasaban'4!,
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12. 4bra — A CCR4-NOT deadeniliz komplex felépitése!4*

A fehérjék az altalanos (nem fajspecifikus) megenvezésekkel jelolve szerepelnek az abran. Az egyes fehérjék neve
eltérd lehet a kiilonb6z6 organizmusokban.

A Ccrr4-Not komplex megtallhato a sejtmagban a és a citoplazmaban is '4°. Ccr4-Not
komplex eltérd eloszlast mutat a kiilonboz6 sejtkompartmentekben. A sejteknek folyamatosan
és rovid idon belil kell alkalmazkodniuk a valtozé kornyezeti viszonyokhoz és
stresszhatdsokhoz. A Ccr4-Not képes a sejt igényeihez igazitani az expresszidban betoltott
szerepét. A komplex altal ellatott funkcid Osszefiigg annak sejten beliili elhelyezkedésével,
amely a sejtciklus szakaszainak megfeleléen alakul'4?,

A Ccr4-Not komplex szerepet jatszik a transzkripcidban, és az mRNS-ek
poli(A) struktirdgjanak a hidrolizisével jarul hozzd. Ennek koszonhetéen az RNS
hozzaférhetévé valik a lebontasat végzé exonukledzok szamara'*?. Amikor a Cer4-Not komplex
Not modulja a citoplazmaban tartozkodik, kozvetleniil is megtamogatja a transzlacio
folyamatat. Ez feltételezhetden egy olyan kor alakba szervez6dd mRNS struktiran keresztiil
valosul meg, amely szerkezetét az mRNS két végével kdlcsonhatod fehérjék stabilizaljak!'*’,
Amikor a riboszoma, a transzlacié elongaci6 folyamata soran az mRNS-en mozgésba lendiil,
az mRNS 5° vége a komplex Not feldli oldalan foglal helyet. Ekkor a NOT4, RNS-felismerd
motivuman keresztlil az mRNS-t és az azt transzlalo riboszémat a NOTS5 kozvetlen kozelébe
helyezi. ANOTS a képzddo naszcens fehérjelanc kozelébe keriilve, a fehérje interakcidkat segit

eld. Ezt ugy éri el, hogy az elongacid alatt a naszcens polipeptidlanchoz chaperonokat vagy
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egy¢éb interakcids partnereket toboroz, segitve ezzel a képzddd fehérje érését, a helyes
konformacio felvételét és az interakcids partnerekkel vald kapcsolodasat'*!. Az elongacio
soran, a transzlalt mRNS 5’ vége fokozatosan hozzaférhetdvé valik a NOT1-asszocialt DDX6
decapping enzim szamara. Ennek kovetkeztében a 3’ vége is képes kapcsolatot 1étesiteni az 5’
vég kotddeési helyének a kozvetlen kozelében taldlhato — CAF1 illetve CCR4 — deadenilaz
enzimekkel. Miutan a represszalni kivant, nukledzokkal hatarolt mRNS végei térben kozel
keriilnek egymashoz, a két vég eltavolitdsa dsszehangoltan mehet végbe a Ccr4-Not komplex
iranyitasaval. Igy a fehérjeszintézis fokozasa mellett, annak represszidja is megvalosulhat a
transzlacioval egy idében!'4%148,

A Ccrd-Not sejtmagi ¢€s citoplazmatikus funkcidi egymadssal Osszekapcsolodva
miikodnek. Eukariétadkban az mRNS végi strukturak megléte mind a transzkript stabilitasara,
mind a transzlacidé hatékonysagara is hat, igy a fehérjeszintézis és az mRNS degradécio
egymassal szorosan kapcsolt folyamatokka valnak!'#%!42, A Ccr4-Not részt vesz az ltalanos, 5°-
3’ irdnyultsaghh mRNS lebontds mechanizmusaban, amely a transzlacid terminacidjat koveti, de
részt vesz a transzlacio alatt megvalosuld degradacidos eseményekben is. Képes olyan
transzkriptek lebontasara, amelyeknél a riboszomék tartdsan elakadnak a termindcios jelzésen
kiviil vagy amelyek mutans STOP kodont hordoznak !>, Nem véletlen tehat, hogy a korabban

ismertetett asszembliszomak jellemzd fehérjéje a komplex kozponti egysége, a NOT17,
3.5.3. A Ccr4-NOT komplex szerepe az RNS-polimeraz Il biogenezisében

Ccr4-Not ,.chaperonplatformként” betoltott funkcioja nélkiilozhetetlen a sejtek megfeleld
milkddéséhez'*¢1%. A komplex képes hozzajarulni a sejtben fellelheté makromolekularis
komplexek 0Osszeszerelodéséhez ¢és interakcidithoz a riboszomakon zajlo fehérjeszintézis

soran'4°

. A komplex altal szabalyozott az RNS-polimeraz II ko-transzlacios osszeszerelodése
is. Az RNS Pol II nagy alegységének, az RPB1-nek a szintéziséhez ugyanis citoplazmatikus
NOTS sziikséges'®. Ahhoz, hogy az RPB1 az RPB2 alegységgel kapcsolodva komplexet
formaljon, mind a HSP90 chaperon mind pedig ennek ko-chaperonja, az R2TP jelenléte
nélkiilozhetetlen'>®. Az R2TP ko-chaperon toborozza az RPB1 alegységhez a HSP90
dajkafehérjét, amely biztositja annak megfeleld feltekeredését, illetve megvédi azt az
aggregaciotol (lasd. 3.5.1 fejezet). Az R2TP ko-chaperonnak ehhez az RPBI1 fehérjét

szintetizal6 riboszémdkon kell jelen lennie, amely csak NOTS jelenlétében valosul meg!*.
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13. abra - Az RPB1 Kotranszlacids dsszeszerelédésének modellje!*?
Az Rpbl fehérje transzkripcidja sordn a Not5 fehérje jelenléte sziikséges az R2TP segéd-chaperon Rpb1-hez valo
kapcsolodasahoz (dbra bal oldala). A R2TP jelenlétében a HSP90 chaperon is képes kapcsolddni az Rpb1-hez ami
igy felveheti a megfelel6 konforméaciojat és képes kapcsolodni a Pol 11 tobbi alegységéhez (1, 4, 5, 6, 7, 8).
Az RPBI rendkiviil hajlamos az aggregéciora, igy a dajkafehérjék hianyakor RPB1
aggregatumok keletkeznek a citoplazmaban. Az RPB1 a sejtben miikodé chaperonmolekulak
1150

kivalo indikatorfehérjéjeként tekinthetd>". Ugyanebbdl az okbol adoddan a NOTS alacsony

koncentracidja a sejtplazmaban szintén az RPB1 felhalmozdédasahoz vezet'®.

Ennek kdvetkeztében, ha azt kivanjuk vizsgalni, hogy a sejt chaperon rendszere milyen
kiindulasi alap lehet.

Az asszembliszémak tovabbi funkcidjanak vizsgalata céljabol is fontos szerepe lehet az
szinten miikodik, igy a sejt a fehérjeszintézishez mar korabban megszintetizalt mRNS-eket kell,
hogy felhasznaljon. Asszembliszomékban stabilizalt, és raktarozott mRNS-ekkel elméletben a

stresszelt sejtek alternativ uton képesek lehetnek elérni a fehérje homeosztazist, még lassan

csordogal6 transzkripcid mellett is.
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4. Célkitiizés

Jelenlegi tudomanyos ismereteink alapjan a tumoros folyamatok elinduldsdhoz és az igy
kialakulo6 betegségek kezelésére alkalmazott terapia elleni rezisztencia megjelenéséhez szdmos
sejten beliili folyamat jarulhat hozza, amelyek koziil nagy szerepe van mind a transzlacio
szabalyozasnak, mind a folyadék-folyadék fazisszeparacionak. Az RPB1 fehérje
nélkiilozhetetlen a transzkripcidhoz, igy funkcidjanak kiesése esetén a sejt arra kényszertil,
hogy a génkifejez0dés poszttranszkripcios szabalyozasi elemei segitségével reagaljon a sejtet
ér6 stresszhatasokra. Ez potencidlis talélési mechanizmus lehet a tumorsejtek szamara, mivel
ilyen esetekben a DNS-t karositd vagy transzkripcidt c€lzo terapids megkozelitések nem
bizonyulnak hatékony tumorellenes kezelésnek. Az RPB1 aggregacidja lecsokkent
transzkripcidos aktivitdsra utal, tovabbad a fehérje ko-transzlacidos 0Osszeszerelodési
mechanizmusdnak ismeretében a sejt altaldnos chaperon kapacitdsdnak és transzlacios
allapotanak indikatoraként is értelmezhetd. Ezen feliil a fehérje aggregacidja utalhat arra, hogy
aNOT]1 fehérje elvonddik az RPB1 9sszeszerel6désétol és olyan organellumokba dsszpontosul,
mint a SG-ok vagy az asszembliszomak, amelyek védelmet biztosithatnak a sejteknek a
kemoterapiaval szemben.

Ezért munkank sordn célul tiiztiik ki, hogy megvizsgéljuk az RPB1 fehérje aggregacidja
¢s a tumorsejtek terapiaval szembeni ellenédllasa kozott fenndllo Osszefliggés lehetOségét,
valamint annak feltarasat, hogy a terapiarezisztencidban van-e szerepe a folyadék-folyadek
fazisszeparacionak, kiilondsen az asszembliszoméaknak.

Kérdéseink megvalaszolasdhoz emldtumorbiopszia-mintdkon, valamint MCF7
emlotumor eredetii sejteken terveztiink vizsgalatokat végezni kiilonb6zé immunhisztokémiai,
immuncitokémiai festések, fluoreszcens mikroszkopia és modern molekularis biologiai
modszerek segitségével.

Az alabbi kérdésekre kerestiik a valaszt:

1) Az RPBI1 fehérje aggregacioja és a HSP90 chaperonfehérje eloszlasa mutat-e

Osszefliggést a kemoterapia hatékonysagaval?

- Az RPBI és a HSP90 eloszlasat terveztiik vizsgalni ismert terdpias kimenetelii
esetekhez tartozd invaziv NST emlé karcindmabol szarmazdé biopszids
mintakon.

2) Az RPBI1 fehérje-aggregacio jelensége alkalmas-e a kemoterdpidra adott valasz

eldrejelzésére?
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Az RPBI aggregacios mintazatanak eloszlasat terveztiik vizsgalni ismeretlen
kimenetell terapias esetekhez tartozo invaziv NST-eml6karcindmabol szarmazd
biopszias mintadkon, majd a mintak feltételezett kimeneteli csoportokba torténd
kategorizalasat terveztilk elvégezni a. Ezt kdvetden Gssze terveztilk vetni az

altalunk készitett besorolast az esetek valds kimenetelével.

3) Az emldtumorok kezelésére széleskortien alkalmazott epirubicin elleni rezisztencia

kialakulasdban szerepet jatszhat-e a folyadék-folyadék fazisszeparacié ¢€s az

asszembliszomak?

Fluoreszcens mikroszkopia segitségével meg terveztilk vizsgalni, hogy az
MCF7 sejtekben jelen vannak-e asszembliszomak.

MCF7  tumorsejt  kultrdkat  terveztink  kezelni  epirubicinnel,
asszembliszomadkat feloldo 1,6-hexandiollal kiilon-kiilon, majd kombinacioban,

¢s meg terveztiik vizsgélni a sejtek tulélését.

4) Milyen géntermékek mutatnak transzlacios allapotvaltozast epirubicin kezelés hatasara?

Epirubicinnel kezelt MCF7-tumorsejtkultirakb6l és  kontrollmintakbol
asszembliszomakat ¢és poliszomdkat tervzetiink izolalni ultracentrifugalas
segitségével, majd az igy készitett mintdkat transzkriptomikai és proteomikai

modszerekkel terveztiik vizsgalni.
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5. Anyagok és médszerek

Etikai engedély:

A human mintak gytjtése, kezelése és felhasznalasa a Helsinki Nyilatkozat értelmében
¢és a Szegedi Tudomanyegyetem Etikai Bizottsagdnak engedélyével tortént. Az engedély szdma,
a kiadas idépontja és a kérvényezd neve: 5181/22-SZTE, 2022.05.16., Dr. Voros Andrés.
Szovetmintak:

Kisérleteink sordn neoadjuvdns kemoterdpian datesett emlétumoros betegek
formaldehiddel fixalt, parafinba dgyazott, kezelést megeldzd core biopszids mintait hasznaltuk
fel. Kisérleteinkben a TR/NR score-t alapul véve, amely egyrészt a primer tumor (TR), masrészt

a nyirokcsom¢ attétek (NR) regresszidjanak mértékét értékeli'>!

, a neoadjuvans terapiat koveto
regresszié mértéke alapjan 3 csoportot (teljes, parcialis, illetve nem regrediald) alkottunk. A
besorolasnal az eredeti korszovettani leletben leirt regresszios fokozatot vettiik figyelembe. A

mintakhoz tartozoé esetek jellemzdit az 1) Fiiggelék tartalmazza.

Nincs regresszio Parcialis regresszio Teljes regresszid

14. abra — Kiilonb6z6 TR/NR score regresszios allapotok emldszovetben hematoxilin-

eozin festést kovetéen
Bal oldal: nem regresszald esethez tartzd szovetmint; Kozépne: parcialisan regresszalé esethez tartozo
szovetminta; Jobb oldal: teljesen regresszald esethez tartozo szovetminta. Lilas szinnela sejtmagok, rozsaszinnel
a citoplazma ¢és a sejt kozotti allomnylathato. A stirtin elhelyezkedd, ngy szamu sejt a tummor jellemzdje.

A mintak kozott megtalalhatok voltak a vizsgélat soran mar ismert, illetve ismeretlen
regresszids besorolasti mintdk is. Az azonosithatosag elkeriilése érdekében a mintdkat az
azonositd szamuk szerint ndvekvo sorba rendeztiik €s a tovabbiakban a sorszdmukkal jel6ljiik
Oket. Az azonositdszdm a mintavétel sorrendje alapjan keriilt kiadésra, a regresszios tipusra nem
utal. A kisérletek soran felhasznalt mintdkat és hozzajuk tartozo regresszids tipusokat az 1)
Fiiggelék tartalmazza.

Szovetmintak immunfestése:
A mintakat, a paraffin eltavolitasanak céljabol, 10 percig xilolban &ztattuk,

szobahOmérsékleten. Ezt kdvetden a szovetek nedvességtartalmanak helyreéllitasara leszalld
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alkoholsorba helyeztiik (100% etanol — 6 perc; 95% etanol — 2 perc; 70% etanol — 2 perc, 50%
etanol — 2 perc), majd desztillalt vizben oblitettiik a mintakat.

A formaldehides fixalds és a paraffinba 4gyazas altal létrejott, fehérjék kozotti
keresztkotések felolddsa és az antigének szabadda tétele céljabol a mintdkat felforralt
citratpufferbe (10 mM NazCsHsO7; 0,5 v/v% Tween20; pH=6,0) helyeztiikk 30 percre, majd
nedves kamraban 2x5 percig foszfat pufferben (PBS) mostuk Oket. A sejtmembran
permeabilizalasara, illetve az aspecifikus kotohelyek blokkolasara 200 pl PBSTX-BSA 4%
oldatot (1 v/v% Tween20; 3 v/v% TritonX100; 4 m/m% BSA PBS-ben oldva) mértiink a
mintakra, majd nedves kamrdban, szobahdmérsékleten 60 percen at inkubaltuk Oket. Az
inkubacios 1do leteltével eltavolitottuk a blokkold reagenst, majd ramértilk a mintdkra a
blokkol6 oldatban higitott elsddleges ellenanyagot (3. tablazat), majd egy éjszakan (~16 ora)
keresztiil 4 °C-on inkubdaciot végeztiink.

Az inkubacidt kdvetden eltavolitottuk a mintakrol az elsddleges ellenanyagot, majd 5x5
percig szobahémérsékleten PBS-ben mostuk, majd szintén PBS-ben oblitettiik ezeket. Ezutan
a mintakra mértiik a blokkol6 oldatban higitott masodlagos ellenanyagot (3. tablazat), majd
fénytdl védve, szobahdmérsékleten 2 oran at inkubaltuk Oket. Ezt kdvetden eltavolitottuk a
mintakrol a masodlagos ellenanyagot, 3x5 percig PBS-ben mostuk szobahdmérsékleten, majd
PBS-sel torténd oblités utan DAPI tartalmu Fluoromount mounting mediummal (ProLong Gold
Antifade Reagent - Thermo Fisher Scientific) fedtiik a mintakat.

Az immunfestett mintdk vizsgalatara Olympus Fluoview FV10i konfokalis
mikroszképot haszndltunk. A képek feldolgozasa Imagel szoftver segitségével tortént.
Mintanként 6sszesen 4-8 felvételt elemeztiink. A felvételek atlagos teriilete 46,509 um? volt.
Statisztikai elemzés:

Elemzést végeztink az ismeretlen fenotipusi mintdk besoroldsi pontossaganak
kiszamitasara'>>. A eredmények statszikai szignifikanciajanak értékelésére kiszamitottuk a
hozzajuk rendelhetd Matthews korrelaciés koefficienseket!>.

Sejtkultirak immunfestése:

A kisérletek soran MCF7-sejtvonalat hasznaltunk fel (gyart6: ATCC). A sejteket RPMI
(Biosera) médiumban tartottuk fenn, amit 10%-os FBS-sel (EuroClone), 2 mM glutaminnal
(Sigma-Aldrich), 0,01% sztreptomicinnel és 0,006% penicillinnel (Biowest) egészitettiink ki.
A sejteket standard koriilmények kozott tartottuk fenn, 37 °C-os inkubatorban 5%-o0s CO2 és
95%-o0s paratartalom mellett. Az immunfestéshez felhasznalt sejteket 6 lyukt szévettenyésztd
lemezekben szaporitottuk fel. A lemezek lyukainak aljara 1x1 cm-es steril, liveg fedélemezt

helyeztiink, miel6tt a sejtszuszpenzidt a lyukakba pipettaztuk. A lemez egyes lyukaiba 2 — 5 x
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10° sejtett transzferaltunk. A sejtszam fiiggvényében 24-48 6rat hagytunk a sejteknek, hogy
letapadjanak a feddlemezek feliiletén. Ezt kdvetden eltavolitottuk a tapoldatot a sejtekrdl, majd
1 mL PBS oldattal mostuk dket, hogy eltavolitsuk a halott sejteket és a sejttormelékeket. Ez
utdn a sejteket formaldehiddel fixaltuk (4 m/v% paraformalehid PBS-ben oldva), 10 percig
szobahomérsékleten, a fixlashoz mintanként 1 mL oldatot hasznaltunk. A formaldehid oldat
eltavolitasa utdn a mintakat haromszor mostuk 1 mL PBS oldattal 5-5 percen keresztiil. Majd
permeabilizald-blokkolo oldatot (PBSTX-BSA) mértiink a mintadkra (PBSTX-BSA 4% oldatot
=1 v/v% Tween20; 3 v/v% TritonX100; 4 m/m% BSA PBS-ben oldva). A mintakat ezutan
blokkolo oldatban oldott elsddleges ellenanyaggal (3. tablazat) inkubaltuk nedves kamraban,
16 oran keresztiil 4 °C-on. Mintanként 100 pL oldatot hasznaltunk. Az elsddleges ellenanyag
eltavolitasa utan a mintakat 6tszor mostuk 1 mL PBS oldattal 5-5 percen keresztiil. A mintakat
ezutan blokkolé oldatban oldott masodlagos ellenanyaggal (3. tabldzat) inkubaltuk nedves
kamraban, 1 6ran keresztiil 4 °C-on, fénytdl védve. Mintanként 100 pL oldatot hasznaltunk. A
masodlagos ellenanyag eltavolitasa utan a mintakat 6tszor mostuk 1 mL PBS oldattal 5-5
percen keresztiil. Végiil DAPI tartalmu Fluoromount mounting médiummal (ProLong Gold
Antifade Reagent - Thermo Fisher Scientific) fedtiik a mintakat.

Az immunfestett mintdk vizsgalatara Olympus Fluoview FV10i konfokalis
mikroszkopot hasznaltunk. A képek feldolgozasa Imagel szoftver segitségével tortént.

3. tablazat - Ellenanyagok

Elsédleges ellenagyagok

Ellenanyag tipusa Gyarto, kataldgusszam Higitasi arany
Anti- RNAPII! (nyul) Abcam, ab26721 1:200
Anti-RNAPII CTD4H8? (egér) Santa-Cruz, sc-47701 1:200
Anti-HSP90 (egér) Santa-Cruz, sc-13119 1:200
Anti-NOT1 (nyul) Thermo Fisher, PA5-62024 1:100
Masodlagos ellenanyagok

Goat Anti-Mouse Alexa 647 (piros) Abcam, ab150115 1:1000

Goat Anti-Rabbit Alexa 488 (z5ld) Abcam, ab150077 1:1000

!5sszes RNAPII CTD foszfrilacios dllapot felismerésére alkalmas
2csak a Szerin-5 foszforilalt RNAPII CTD felismerésére alkalmas

MTT Asssay

A kisérletek soran MCF7-sejtvonalat hasznaltunk fel (gyartd: ATCC). A sejteket RPMI
(Biosera) médiumban tartottuk fenn, amit 10%-o0s FBS-sel (EuroClone), 2 mM glutaminnal
(Sigma-Aldrich), 0,01 % sztreptomicinnel €s 0,006 % penicillinnel (Biowest) egészitettiink ki.
A sejteket standard koriilmények kozott tartottuk fenn, 37 °C-os inkubétorban 5%-os COz és

39



95%-o0s paratartalom mellett. Az MTT assay soran a sejteket 96 lyukl lemezben ndvesztettiik.
A sejteket 100 sejt/lyuk stirliségben transzferdltuk a 96 lyukt lemezbe, 100 pL tapoldatban,
majd 12 6ran keresztiil inkubaltuk 6ket, hogy letapadhassanak a lemez aljara. Ezt kdvetden
lecser¢ltiik a tapoldatot 100 puL friss tapoldatra, amely tartalmazta a kezeléshez hasznalt
anyagot, vagy nem tartalmazott egyéb anyagot (kontroll). A kezeléshez hasznalt anyagok és
koncentracioik:

e HEX:0,1;0,5;1,0; 1,5; 2,0 m/v%

e Epirubicin: 0,2; 1,0; 5,0; 10,0; 20,0; 30,0; 40,0 50,0 ug/mL

e Kombinalt kezelés: 20,0 pg/mL epirubicin + 0,1; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 m/v% HEX

A kezelés idotartama minden esetben 24 ora volt. A kezelési id6 letelte utan a tapoldatot
lecseréltiik 100 pL friss tapoldatra, mely 50 pL tapoldatbol és 50 uL MTT reagensbdl allt. A
sejteket tovabbi 2 oran keresztiil inkubaltuk, hogy metabolizalni tudjak az MTT reagenst. Ezt
kovetden eltavolitottuk a tapoldatot a sejtekrdl, és 50 uL DMSO-t pipettaztunk rajuk, majd
spektrofotométer segitségével megmértiik a mintdk abszobancidjat 570 nm-en.

Lizatum preparalas és poliszOma-/asszembliszOma-dusitas RNS, rRNS és fehérje
vizsgalathoz:

A kisérletek soran MCF7-sejtvonalat hasznaltunk fel (gyart6: ATCC). A sejteket RPMI
(Biosera) médiumban tartottuk fenn, amit 10%-os FBS-sel (EuroClone), 2 mM glutaminnal
(Sigma-Aldrich), 0,01% sztreptomicinnel és 0.006% penicillinnel (Biowest) egészitettiink ki.
A sejteket standard koriilmények kozott tartottuk fenn, 37 °C-os inkubatorban 5%-os COz és
95%-o0s paratartalom mellett. A kezelések elott a sejteket 10 cm atmérdjii steril Petri csészébe
transzferaltuk 1 x 10° sejt/mL stirtiségben. A sejteket 10 mL tapoldatban inkubaltuk. A sejteket
ezutan 24-48 oran keresztiil inkubaltuk, hogy letapadhassanak a Petri csész€k aljan és Ujra
induljon az osztdédas. Az inkubacio addig tartott, amig a konfluencia elérte a 70%-ot. Ezt
kovetden a sejteket 24 oran keresztiil kezeltik 20 pg/mL epirubicinnel, amelyet friss
tapoldatban oldottunk fel, a kontroll sejtekre epirubicin-mentes tdpoldatot mértiink.

A kezelési 1d6 letelte utan a sejteket steril sejtkapardval lazitottuk fel a Petri csésze
aljarol, majd a sejtet tartalmazd oldatot 50 mL-es Falcon csovekben 3000 rpm sebességgel
centrifugaltuk 5 percig 4 °C-on, hogy Kkiiilepitsiik a sejteket. A tadpoldat eltavolitasa utdn a
sejteket 1 mL PBS-ben re-szuszpendaltuk, majd megismételtiik a centrifugéalast ez alkalommal
1,5 mL-es Eppendorf csdvekben. Ezt kovetden eltavolitottuk a PBS oldatot, a sejtpelleteket
pedig folyékony nitrogén segitségével lefagyasztottuk.

Riboszémak és a granulumok izolalasdhoz az MCF7-sejteket 0sszegyljtottiik €s 0,5 mL
liveggyongy segitségével 250 pL lizispufferben feltartuk/lizaltuk. A riboszoémak ¢€s a
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granulumok pelletalasahoz a kovetkezd 6sszetétel lizispuffert hasznaltuk: 16,7 mM TRIS-HCl
(pH 8); 20 mM KCI; 0,3 mM MgCl; 1,5% Igepal; 1 mM DTT; protedzinhibitor-koktél (Roche,
a gyarto6 altal javasolt higitasban); RiboLock RN4z-inhibitor-koktél 1:100. Az EDTA-rezisztens
granulumok iilepitéséhez a lizispuffert kiegészitettik EDTA-val, 25 mM végkoncentracidban
alkalmazva. A mintakat 15 percig 4 °C-on razattuk.

A frakcionalas elsO 1épéseként egy gyors iilepitéssel (a mikrocentrifugét felporgettiik
1000 x g sebességre) a lizatumot megtisztitottuk az liveggyongyoktdl, majd ezt kovetden 10
percig 18000 x g fordulatszdmmal centrifugaltuk a mintat 4 °C-on, hogy megszabaduljunk a
sejttormeléktol, sejtmagtol, az aggregalt fehérjéktol, P-testektdl és SG-ktol. A feliiluszobol
100 pl-t rétegeztiink fel 500 pL 60%-os cukor oszlopra (lizispuffer és 60% szukroz, sziikség
esetén kiegészitve 25 mM EDTA-val). Az EDTA-kezelt mintak esetében a 100 uL feliilaszot
kiegészitettiik EDTA-val, 25 mM végkoncentracioban. Az ultracentrifugalasi 1épés soran a
mintdkat 4 6rdn 4t 50.000 rpm-en, 4 °C-on fugdltuk, a Sorvall MX 120/150 Plus
MicroUltracentrifuge (Thermo Fisher Scientific) centrifugdban, SS5A2 rotort hasznélva. Az
iilepitést kovetéen a pelleteket lizispufferbe oldottuk vissza a tovabbi RNS- ¢és
fehérjevizsgalathoz.

Ujgenericios szekvenalas:

Ujgeneracios szekvenalas soran az MCF7-sejtek riboszomapelletekbdl tisztitott RNS-
6000 Nano Kit alkalmazéasaval az Agilent 2100 Bioanalyzer eszkdzon a gyartd Gtmutatasait
kovetve. Az indexalt RNS-szekvenalasi-konyvtarakat (két biologiai replikatum minden
kezelési feltételnél) a TruSeq RNA Sample Prep Kit v2 (Illumina) hasznalataval készitettiik el,
a gyartd utasitasait kovetve. A tisztitott szekvendldsi-konyvtarak koncentracidjanak
ellendrzését és a fragmentek hosszat az Agilent DNA 1000 Kit segitségével az Agilent 2100
Bioanalyzer eszkozon végeztik. A szekvendldsi-kOnyvtarakat higitottuk, egyesitettiik és
denaturaltuk. Végiil megszekvenaltuk [llumina MiSeq eszk6zon a MiSeq Reagent Nano Kit v2-
500 ¢és a MiSeq Reagent Kit v3-150 (Illumina) hasznélataval, 2 x 75 bp végl szekvenciak
generalasaval, 3 technikai replikatummal.

A FASTQ szekvencia fajlokat a GenerateFASTQ 1.1.0.64 szoftverrel allitottuk eld az
[llumina BaseSpace-en. Az adaptereket és az alacsony mindségli szekvenciakat a TrimGalore
segitségével tavolitottuk el, majd a leolvasasokat a Homo sapiens referencia genomjara
(GrCh38) illesztettiik a HISAT2 algoritmus segitségével. A génspecifikus leolvasasok szamat
R programban hatdroztuk meg (Bioconductor summarizeOverlaps) a GrCh38.104

transzkripcids annotéacid hasznalataval.
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Szekvenalt adatok elemzése:

A UniProt adatbazisbol toltottiink le minden human fehérjeszekvenciat. A fehérjék
rendezetlenségére vonatkozo adatok megszerzéséhez az AlphaFold adatbazist hasznaltuk.
Abban az esetben, ahol nem sikeriilt az EDTA-pelletekbdl szdrmaz6 transzkripteknél
leolvasasokat azonositani, mesterséges pontszamot adtunk nekik (0,001), hogy kiszamithassuk
a+EDTA leolvasasi aranyokat a teljes genomra vonatkozo6an, minden azonositott riboszémahoz
kapcsolt mRNS esetében.

Proteomikai vizsgalatok:

A mintakat S-trap oszlopon emésztettiik a kovetkezOképpen. A mintakat (~30 pL) trietil-
ammoniumbikarbondt (TEAB) pufferrel egészitettik ki, majd a fehérjékben talalhatd
szulfhidrileket MMTS-sel derivatizaltuk. Savanyitast kovetéen metanolos-TEAB-pufferrel
csaptuk ki a fehérjéket, amit az S-trap oszlopba belecentrifugéltunk, majd az oszlop mosasa
utan a fehérjéket ammoniumbikarbonéat (ABC) pufferben tripszinnel emésztettiik 47 °C-on 2,5
oran at. Az emésztett mintdkat LC-MS/MS analizisnek vetettiik ald Orbitrap Fusion Lumos
(Thermo) tomegspektrométeren, HCD fragmentaciét alkalmazva. Az adatokat a Proteome
Discoverer (v 1.4) programmal dolgoztuk fel, majd a ProteinProspector programmal (v 6.3.1.)
kerestiik le el6bb a teljes SwissProt.2021.06.18 adatbazisban (565254 szekvencia) az esetleges
szennyez0 fehérjék felderitése végett, majd csak human fehérjékre, figyelembe véve az eldzetes
SwissProt lekeresés alapjan talalt szennyezdket (20406 szekvencia). 2 kihagyott hasito helyet
engedélyeztliink. 5 ppm pontossadgot hasznaltunk a prekurzorra és 0,6 Da pontossdgot az
ioncsapddban mért fragmens ionokra. Allandé médositas: metiltio-Cys; lehetséges modositas:
Met oxidacio; acetilezett fehérje N-terminus; peptid N-terminus GIn gylriizarasa
piroglutaminna. Elfogadési paraméterek: fehérje, peptid FDR < 1%, minimum 2 peptid/fehérje.
Az azonosan kezelt mintdkban az egyes fehérjékre kapott (és az adott mintdban azonositott
Osszes peptidre) normalizalt peptidszdmok (normPepCount) atlagat vettiik, majd ebbdl
képeztiik a kezelt/kezeletlen aranyt, illetve ¢-tesztet is végeztiink, hogy a kezelés hatasara
bekovetkezd valtozas mennyire tekinthetd szignifikansnak. A kisérleteket 2 bioldgiai-parhuzma
mintan végeztiik el, a bemutatott elemzést a két minta eredményeinek atlagan végeztiik el. Az
eredmények szorasa alacsony volt (< 5%).

Génontologiai elemzés

Az azonositott taldlatokat génontoldgiai elemzésnek vetettiik ala. Az elemzéshez a
Panther 19.0 verzioji programot hasznaltuk (https://pantherdb.org/). A vizsgélt talalatokat
fehérjecsoport (Protein family) szerint csoportositottuk, azokat a talalatokat, amelyekhez nem

volt hozzarendelhetd ismert funkcidé a program adatbdzisdba, kizartuk az elemzésbdl. A
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kisérleteket 2 bioldgiai-parhuzma mintan végeztiik el, a bemutatott elemzést a két minta

eredményeinek atlagan végeztiik el. Az eredmények szoérasa alacsony volt (< 5%).

43



6. Eredmények
6.1. Az emlétumor-biopsziamintak fluoreszcens mikroszkopias vizsgalata

6.1.1. Az RPBI1 aggregacios és a HSP90 eloszlasi mintazatanak vizsgalata ismert

fenotipusi mintakon

A kutatds soran, valamennyi esetben invaziv karcindma NST-preoperativ diagnodzissal
rendelkezd, neoadjuvans kemoterapidval kezelt betegekbdl szarmazd core biopsziamintakat
vizsgaltunk. A vizsgalt esetek jellemzdit az 1) Fiiggelék tartalmazza. A nem specifikus tipust
invaziv emldkarcindéma (Invasive breast carcinoma of no special type [NST]), korabbi
nevezéktan szerint invaziv duktélis karcindma, a leggyakoribb emlétumor. A core biopszia, a
diagndzis felallitasat segitd elsd szovettani minta, amely informaciot ad a betegség stadiumarol
¢s vizsgalhatok rajta kiilonbozo prediktiv markerek (ER, PR, HER2, Ki67). A tumor egyedi
jellemzdinek figyelembevételével meghatdrozhatd az optimalis preoperativ, neoadjuvans
kemoterapia. Az ilyen terdpia akkor alkalmazhat6 nagy hatékonysaggal, ha a tumor lokalisan
elérehaladott és nagy kiterjedésli (> 2 cm). A terdpia célja a daganat regresszidjanak eldidézése,
azaz méretének csokkentése, ezzel megkOnnyitve az operaciot. A miitétet megeldzd terapia
eredménye az alabbiak szerint alakulhat (14. abra):
e a terdpia nem hatasos és a tumor mérete nem csokken vagy akar novekszik a kezelés
soran (nincs regresszid, azaz nem regredialo);
e aterdpia hatdsara a tumor mérete csokken, igy konnyebben operalhatova valik, de nem
tlinik el teljesen (parcidlis regresszid, azaz paricalisan regredialo);
e egyes esetekben a daganat teljesen eltiinik (teljes regresszid, azaz teljesen regredialo).
Az alkalmazott terapia minden esetben egyedi kombindcidban tartalmaz kiilonb6zo
gyogyszereket. Az adott betegnél hasznalt terapia a rendelkezésre allo informaciok alapjan
keriil megallapitasra. A koktél tartalmazhat taxolszarmazékot (pl. docataxel), monoklonalis
antitestet (pl. trastuzumab) vagy transzkripciogatld szereket (pl. doxorubicin, epirubicin)!'>*.
Minél tobb informécio6 all rendelkezésre, annal nagyobb a valoszinilisége, hogy sikeriil olyan
kezelést kivalasztani, ami pozitivan befolyasolja majd a betegség kimenetelét. Az is
1étfontossagu informacio lehet, ha az elézetes ismereteink alapjan meg tudjuk becsiilni, hogy a
rendelkezésre all6 szerek milyen valdsziniiséggel eredményeznek majd javulést az adott beteg
esetében.
A kutatdsunk soran el0szor azt vizsgaltuk meg, hogy az egyes ismert regresszios
fenotipustt esetekhez tartozd6 core biopsziamintdkban tudunk-e azonositani olyan

tulajdonsagokat, amelyek Osszefliggést mutatnak a kezelés kimenetlével. Ennek érdekében az
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RPBI1 fehérje és annak biogenezisében fontos szerepet betdlté HSP90 chaperon sejten beliili
eloszlasat vizsgaltuk. Elméletlink hatterében az allt, hogy az alkalmazott neoadjuvans terapia
gerincét jellemzden olyan szerek adjak, melyek a transzkripcidt blokkoljak (doxorubicin,
epirubicin), és ezen szerekkel szemben azok a tumorsejtek, amelyek képesek a transzkripcio
hianyat ellensulyozni ellenalloak Iehetnek. Az RPBI1 elengedhetetlen a transzkripcio
folyamatdhoz, ez a fehérje azonban hajlamos aggregaciora!*!®°. Az RPB1 nagyfoka
aggregacioja feltehetden megvaltozott transzkripcids aktivitdsra utal, ami arra enged
kovetkeztetni, hogy a sejt képes a génkifejezddési folyamat egy vagy tobb késobbi elemének
segitségével egyenliti ki a megvaltozott transzkripcidt. A mar korabban megszintetizalt mRNS-
ek satbilizalodasa ¢€s transzlacidban torténd ujrafelhasznalasa képes lehet stabil mértékii
fehérjeképzodést biztositani. Ilyen kiegyenlité hatdsa lehet az asszembliszomaknak, melyek
képesek a stresszvalaszban, példaul DNS-karosodas, szerepet jatszé géntermékek tarolasara'?’.
Tovabbi magyarazat lehet a citoplazmatikus RPB1 fokuszok jelenlétére, hogy a fehérje
tultermelddik és ennek kovetkeztében aggregalodik, vagy nem 4ll rendelkezésre elég olyan
faktorokbol, amelyek az RPBI1 helyes térszerkezetének kialakitdsdhoz sziikségesek. Ilyen
faktorok példaul a HSP90, R2TP és a Ccr4-Not komplex elmei. Ennek tekinteténben vizsgaltuk
a HSP90 chaperonfehérje eloszlasat is, mely nélkiilozhetetlen az RPBI megfeleld
térszerkezetének kialakitasaban'>?.

Az RPBI1 és a HSP90 fehérjék sejten beliili mintazatat fluoreszcens immunhisztokémiai

eljarast kovetd konfokalis mikroszkdpias vizsgalatokkal kovettiik nyomon.
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A regressziot nem mutaté mintadk esetében az RPB1 morfoldgiai mintazatra jellemzo
volt, hogy nagy méretli (>1 um atmérd) fokuszok voltak megfigyelhetdk a citoplazmaban. Ezen
feliil szamos esetben fordultak eld kisebb méretli (<1 um atmérd) citoplazmatikus fokuszok is
(15. 4bra). A sejtmagokban megfigyelhetd volt az RPB1-re jellemzd mintazat'*’, ami apré
fokuszokban nyilvanult meg (15. abra). Am a fluoreszcens jel intenzitisa nem mutatott olyan
¢les kontrasztot a citoplazméahoz viszonyitva, mint a tobbi regresszids fenotipusba tartozé
mintak esetében (16. abra, 17. abra, 18. dbra). Ez arra utal, hogy az RPB1 nem koncentralodik
olyan mértékben a sejtmagban, mint a masik két fenotipusban.

A HSP90 esetében szdmos apro fokusz volt megtigyelhetd a citoplazmaban. A HSP90
estében sejtmagi festddés nem volt megfigyelhetd (15. abra). Az egyes esetekhez tartozé mintak

jellemzését a 4. tablazat tartalmazza.

A

10 ym

15. abra — A nem regresszalo mintak, RPB1 és HSP90 fehérjemintazatanak

reprezentativ mikroszkopos felvétele
A — DAPI festéssel a sejtmagok lathatok (kék); B — RPB1 fehérje eloszldsa (Alexad88 - zold), a piros nyilak a
nagy méret a sarga nyilak a kis méretli citoplazmatikus fokuszokat mutatjak; C — a HSP90 fehérje eloszlasa
(Alexa647 - piros); D — a harom kiilonb6z0 festés egymasra vetitett képe; a képek sarkaban lathaté skala 10 pm
nagysagi



A parcidlis regressziot mutatd mintdk esetében nagyszdmu, am kis méretli (<1 pm
atméro) citoplazmatikus RPB1-fokuszt figyelhettiink meg (16. dbra). Egyes esetekben nagyobb
méretli fokuszok is lathatok voltak a citoplazmdban. A sejtmagokban megfigyelhetd volt az

t137. A regressziot nem mutatd mintdkhoz viszonyitva a sejtmagi és a

RPB1-re jellemz6 mintaza
citoplazmatikus régiok kozott szemmel lathatdo egyértelmi kiillonbség volt megfigyelhetd a
fluoreszcens jel intenzitadsaban (18. abra). Ez arra utal, hogy a parcidlis regressziét mutatd
esetekhez tartozd mintdkban nagyobb volt a transzkripcios aktivitds mértéke, mint a nem
regresszalo mintakban.

A HSP90 esetében egyenletes eloszlas volt megfigyelhetd a citoplazaban, bar néhany
minta esetében lathatok voltak kisebb citoplazmatikus fokuszok is. A HSP90 esetében sejtmagi

festddés nem volt megfigyelhetd (16. abra). Az egyes esetekhez tartozé mintak jellemzését a 4.

tablazat tartalmazza.

16. abra - A parcilisan regresszaléo mintak, RPB1 és HSP90 fehérjemintazatanak

reprezentativ mikroszkopos felvétele
A — DAPI festéssel a sejtmagok lathatok (kék); B — RPBI1 fehérje eloszlasa (Alexa488 — z61d), a sarga nyilak a kis
méretl citoplazmatikus fokuszokat mutatjak; C — a HSP90 fehérje eloszlasa (Alexa647 — piros); D — a harom
kiilonbozo festés egymasra vetitett képe; a képek sarkaban lathato skala 10 um nagysaga
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A teljes regressziot mutatd esetekben, a parcidlis regressziohoz hasonldan, nagyszamu,
am kis méretli (<1 pm atmérd) citoplazmatikus RPB1-fokuszt figyelhettiink meg (17. ébra).
Egyes esetekben nagyobb méretii fokuszok is lathatok voltak a sejtplazmaban. A sejtmagokban
megfigyelhetd volt az RPB1-re jellemzé mintazat!*’. A regressziot nem mutaté mintakhoz
viszonyitva sejtmagi €s citoplazmatikus régiok kozott jelentds kiilonbség volt megfigyelhet6 a
fluoreszcens jel intenzitasaban (18. dbra), ami ezen mintak esetében is magasabb transzkripcios
aktivitasra enged kovetkeztetni.

A HSP90 esetében egyenletes eloszlas volt megfigyelhetd a citoplazaban, bar néhany
minta esetében lathatok voltak kisebb citoplazmatikus fokuszok is. A HSP90 estében sejtmagi

festddés nem volt megfigyelhetd (17. abra).

10 ym

17. abra - A teljesen regresszalé mintak, RPB1 és HSP9( fehérjemintazatanak
reprezentativ mikroszkopos felvétele
A - DAPI festéssel a sejtmagok lathatok (kék); B - RPB1 fehérje eloszlasa (Alexa488 - zold), a sarga nyilak a kis
meéretii citoplazmatikus fokuszokat mutatjadk; C — a HSP90 fehérje eloszlasa (Alexa647 - piros); D — a harom
kiilonbozo festés egymasra vetitett képe; a képek sarkaban lathato skala 10 um nagysaga



Korabbi ismereteink alapjan inhomogén magi RPB1-eloszlast vartunk, ami a polimeraz
miikddése soran, annak C-terminalis doménjén jelenlévd heptapeptid-ismétlddéseinek szerin
foszforilacios allapotatél meghatdroz6 a fokuszok. A sejtmagvacskakban a polimeraz
jellemzden nem detektalhat6'*®. A nagyszdmu sejtmagi denz folt ezéiltal a transzkripcid
fokozottabb miikodésérdl arulkodhat a tumorsejtekben. A harom fenotipust 6sszehasonlitva az
RPB1-eloszlasat tekintve megallapithatjuk, hogy a polimeraz fehérje a nukleuszban minden
esetben jelen volt, viszont annak sejtmagon beliili megoszlasa alapjan egyeldre nem figyelhetd
meg szabalyszerliség. Az altalunk készitett felvételeken is jol kivehetd a sejtmagra jellemzo
mintazat az aprd, nem festdd0 sejtmagvacskakkal, illetve gocpontokkal (18. abra).
Megallapithatjuk, hogy a parcialis, illetve teljes regresszios csoportoknal jellemzdébb inkabb a
sejtmagi jelenlét, mint a citoplazmatikus. Erre a fluoreszcens jel intenzitasanak kiilonbségébol
kovetkeztethetiink.

A regressziot nem mutatd mintak esetén kivétel nélkiil megfigyelhetdk nagyobb RPBI1-
fokuszok a citoplazmaban, azonban eltéré szamban. Ezzel szemben a teljes vagy parcialis
regressziot mutatd mintdkndl csupan 1-1 mintan fedeztiink fel nagy méretii fokuszokat (4.
tablazat). A citoplazmatikus RPB1-fokuszok kapcsan megfigyeltiink egy olyan tendenciat,
amely a tumorvizsgalat szempontjabol a késdbbiekben jelentdséggel birhat. Azt tapasztaltuk,
hogy nagyobb méreti RPBI1 citoplazmatikus aggregdtumoknak tiind fokuszok magasabb
valoszinliséggel fordulnak eld olyan betegek mintdiban, akiknél nem jott létre regresszio.
Azonban a regresszids mintdkban is el6fordulnak hasonld, ugyanakkor a kordbbiaknal kisebb
méretli fokuszok. A teljes, illetve a parcidlis regresszidos mintdk esetén kozel azonos volt a
citoplazmatikus fokuszok meérete és mennyisége is. Azoknal a mintdknal tehat, ahol
neoadjuvans kezelésre javulast nem tapasztalunk, nagyobb gyakorisaggal taldlunk nagyobb

méretli RPB1-aggregatumoknak vélt fokuszokat (18. abra).
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18. abra — A harom regresszios fenotipus RPB1 mintazatanak osszehasonlitas
A - Nincs regresszio; B - Parcialis regresszio; C - Teljes regresszio; a piros nyilak a nagy méret a sarga nyilak a
kis méretii citoplazmatikus fokuszokat mutatjak; a képek sarkaban lathat6 skala 10 pm nagysagu

Annak meger0sitésére, hogy az altalunk detektalt citoplazmatikus RPB1-fokuszok, nem
a mintakezelési vagy az immunhisztokémiai eljaras eredményei, tovabbi kisérleteket
végeztiink, amelyek soran olyan elsddleges ellenanyagot hasznaltunk, ami csak a C-terminalis
ismeri fel az RPB1-et (sc-47701). Az RPB1 mukodési ciklusa soran a heptapeptid ismétlodések
kiilonboz6 pozicidiban talalhatd szerinek foszforilacids allapota hatdrozza meg, hogy az RNS-
polimerdz milyen szakaszaban van a transzkripcidnak. Az 6tddik pozicioban taldlhatd szerin
termindcio soran illetve a transzkripcioban aktivan részt nem vevd RNS-polimeraz esetében ez
az aminosav nem foszforilalt!®®. Azt tapasztaltuk, hogy az 6tddik szerinen foszforilalt RNS-
polimeraz csak a magban lokalizalodik az 6sszes regresszios fenotipusban (19. abra). Ez arra
enged kovetkeztetni, hogy sem a mintakezelés, sem a festési eljaras nem okoz olyan hatast, ami

mesterséges citoplazmatikus RPB1-fokuszok kialakuldsahoz vezet. Tovabba tamogatja, azt a
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feltételezésiinket, hogy az altalunk megfigyelt citoplazmatikus fokuszokat, a transzlacidban

még részt nem vett RPB1-molekulak alkotjak.
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19. abra — SzerinS foszforilalt RPB1 CTD lokalizacidja a biopsziamintakban
A,B,C — Nincs regresszio; D,E,F — Parcialis regresszio; G,H,J; A,D,G — DAPI festéssel a sejtmagok lathatok
(kék); B,E,H — Szerin5 foszforilalt RPB1 CTD (Alexa647 - piros); C,F,J — a két festés egymasra vetitett képe; a
képek sarkaban lathato skala 10 pm nagysagu



A HSP90 chaperont illetden citoplazmatikus lokalizacidt vartunk a sejtben betoltott
szerepe, valamint a kordbbi kutatdsokbol szarmazo tapasztalatok alapjan'*¢15°. Mi is a HSP90
citoplazmatikus jelenlétet tapasztaltuk a kisérleteink soran (20. abra). Az esetek dontd
tobbségében a fehérje egyenletesen oszlott el a sejtplazmaban. A HSP9O0 jele a magi régioval
csupan egyetlen paciensbdl szarmazo minta esetben mutatott kis mértéki atfedést (4. tablazat).
Teljes bizonyossaggal nem allapithaté meg egyértelmii 6sszefliggés a kemoterapias fenotipus
¢s a HSP90 festddése kozott. Az RPB1-hez hasonléan a HSP90 fehérje festddésénél is
eléfordulnak eltéré méretli, aggregatumnak tiing citoplazmatikus fokuszok. Egyes mintaknal az
is megfigyelhetd volt, hogy ott jelennek meg RPB1-aggregatumoknak tiiné fokuszok, ahol

relative alacsony a HSP9O0 jele. Azonban ez csak kis szamu mintéra igaz (4. tablazat).

10 ym

20. abra - A harom regresszios fenotipus HSP90 mintazatanak osszehasonlitas
A — Nincs regresszio; B — Parcialis regresszio; C — Teljes regresszio; a képek sarkdban lathatd skala 10 um
nagysagu



4. tablazat — A dolgozatban vizsgalt egyedi mintak RPB1 és HSP90 fehérje
megoszlasanak szoveges jellemzése

RPB1-mintazat HSP90-mintazat
Minta
Sejtmag Citoplazma Sejtmag Citoplazma
Nincs regresszio
15722 diffaz tobb nagy fokusz, diffiz nincs apr6 fokuszok, diffiiz
] ] néhany nagyobb
15362 diffuz nagyobb fokuszok nincs
fokusz, diffaz
nagyobb fokuszok,
21192 lokalizalt tobb nagy fokusz, diffuz nincs
diffaz
foként kisebb fokuszok, nagyobb fokuszok,
19920 difftz ] nincs )
illetve néhany nagy fokusz diffuz
Parcialis regresszié
inkabb a magban, diffuz hattér, sok apro nincs
17490 diffaz
lokalizalt fokusz
12356 diffaz tobb nagyobb fokusz nincs diffaz
15213 inkabb a magban, diffaz hattéren, aprd nincs diffaz, szalas
lokalizalt fokuszok
inkabb a magban, nincs diffuz
18875 diffaz
lokalizalt
inkabb a magban, minimalis | diffuz hattér, sok apréd
19305 apr6 fokuszok
lokalizalt atfedés fokusz
Teljes regresszio
inkabb a magban, nincs diffuz, szalas
13126 valtozatos méretli fokusz
lokalizalt
13459 inkabb a magban, diffaz hattér, sok apro nincs diffaz, szalas
lokalizalt fokusz
inkabb a magban, nincs diffuz hattér, valtozatos
15428 kevés apré fokusz
lokalizalt méretii fokusz
inkabb a magban, ) diffuz hattér, véltozatos
8053 kevés apro fokusz nincs
lokalizalt méretli fokusz

Az egyes mintakhoz tartozo felvételek a 2) Fiiggelékben talalhatok.
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6.1.2. Ismeretlen regresszios fenotipusi mintak vizsgalata

A 6.1.1 fejezetben bemutatott eredmények alapjan az RPB1 citoplazmatikus mintdzata alkalmas
prediktiv marker lehet a neoadjuvans terdpia sikerességének eldrejelzésére. A HSP90 fehérje
eloszlasaban nem figyeltiink meg olyan mintazatot, mely 0sszefiiggést mutatott volna a terapia
kimenetelével, igy a tovabbiakban csak az RPB1-fehérjét vizsgaltuk.

Kisérleteink soran 13 olyan mintat vizsgaltunk meg, amelyek esetében elézetesen nem
ismertiik a regresszids fenotipust. Az ismeretlen fenotipusti mintakat a korabbiakkal azonos
protokoll alkalmazasaval immunfestettiik, majd mikroszkoppal vizsgaltuk. A mintak RPB1
mintazatat a korabbiakhoz hasonloan jellemeztiik, ezt kovetden a megfigyelt tulajdonsagok

alapjan besoroltuk 6ket a feltételezett regresszios fenotipusokba.

5. tablazat — Az ismeretlen regresszios fenotipusi mintak RPB1 mintazata és a prediktalt
fenotipusuk

Mintaszam* | Citoplazmatikus RPB1-mintazat Sejtmagi RPB1-mintazat Prediktalt fenotipus

1 erds jel, tobb nagy ¢és néhany kis | erds magi jel, szdmos fokusz | Parcialis regresszio
fokusz

2 erds jel, néhany nagy és kis fokusz erds magi jel, szamos fokusz | Teljes regresszio

4 gyenge jel, néhany nagyobb ¢és | gyenge magi jel, szdmos | Parcialis regresszid
szamos kis fokusz fokusz

5 gyenge, néhany nagy és kis fokusz gyenge magi jel, szamos | Teljes regresszid

fokusz

6 gyenge jel, kevés nagyobb fokusz er6s magi jel, szamos fokusz | Nincs regresszio

7 gyenge jel, néhany nagyobb ¢&s | gyenge magi jel, szamos | Nincs regresszid
szamos kis fokusz fokusz

14 gyenge jel, néhany nagyobb ¢és | gyenge magi jel, szamos | Teljes regresszio
szamos kis fokusz fokusz

16 gyenge jel, néhany nagyobb ¢&s | erds magi jel, szamos fokusz | Parcialis regresszid
szamos kis fokusz

17 gyenge jel, szamos kis fokusz erds magi jel, szamos fokusz | Teljes regresszio

21 erds jel, szamos nagy fokusz erds magi jel, szamos fokusz | Nincs regresszio

22 erds jel, szamos nagy és kis fokusz erds magi jel, szamos fokusz | Parcialis regresszio

23 gyenge jel, néhany nagyobb fokusz erds magi jel, szamos fokusz | Nincs regresszio

24 gyenge jel, szdmos nagy és kis fokusz | erds magi jel, szdmos fokusz | Nincs regresszid

*a mintaszam a mintavétel sorrendjét jeloli egy nagyobb mintasorozaton beliil, a szdmsorrend nincs

Osszefliggésben a regresszios fenotipussal.
Az egyes mintakhoz tartozo felvételek a 2) Fiiggelékben talalhatok.
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Végiil Osszevetettiik a feltételezett és a valos fenotipusokat, hogy megéllapitsuk a
besorolasunk pontossagat. A 13 vizsgalt vak minta koziil 10-et sikeriil a valos regresszids
fenotipusba kategorizalni, csupan a benniik megfigyelhetd RPB1 aggregacios mintdzat alapjan

(6. tablazat).

6. tablazat — A prediktalt és valos regresszios fenotipusok dsszehasonlitasa

Mintaszam Prediktalt fenotipus Valés fenotipus Besorolas helyessége
1 Parcialis regresszio Nincs regresszio Téves
2 Teljes regresszio Teljes regresszio Helyes
4 Parcialis regresszio Parcialis regresszio Helyes
5 Teljes regresszio Teljes regresszio Helyes
6 Nincs regresszio Nincs regresszio Helyes
7 Nincs regresszio Nincs regresszio Helyes
14 Teljes regresszio Teljes regresszio Helyes
16 Parcialis regresszié Parcialis regresszio Helyes
17 Teljes regresszid Parcialis regresszio Téves
21 Nincs regresszid Nincs regresszio Helyes
22 Parcialis regresszid Parcialis regresszié Helyes
23 Nincs regresszio Parcialis regresszio Téves
24 Nincs regresszio Nincs regresszio Helyes

Az egyes mintakhoz tartozo felvételek a 2) Fiiggelékben talalhatok.

Az Osszesitett eredmények a 7. tdblazatban bemutatott matrixban talalhatok.

7. tablazat — Fenotipus besorolasi matrix

Valés fenotipus

Teljes regresszio Parcialis regresszié Nincs regresszio
Teljes regresszio6
5 3 0 0
& (n=3)
=]
§ Parcialis regresszié
- 1 3 1
— —_—
S (n=5)
e Nincs regresszio
= 0 1 4
A~ (n=5)

Az eldrejelzési pontossag a regressziot nem mutatd mintdk esetében 92%, a parcidlisan
regrediald mintadk esetében 76% a teljesen regredialdé mintdk esetében pedig 84% volt. A

besorolas pontossagat a Matthews-korrelacios koefficiens (MCC) segitségével adtuk meg!'>2. A
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Matthews-korrelacios koefficiens besorolasi modell a tokéletes elméleti besorolas (MCC értéke
1) és a random talalgatas (MCC értéke 0) kozti kapcsolatot és az sszesitett pontatlansagot irja
le. Ennek értelmében csak fals pozitiv és fals negativ hibak allhatnak (melyek MCC-je -1)

fent'>3

. Az MCC a regressziot nem mutatd mintak esetében 0,675 (8. tdblazat), a parcidlisan
regredialdo mintak esetében 0,5 (9. tablazat), a teljesen regrediald mintak esetében pedig 0,8216

(10. tablazat) volt.

8. tablazat — Nem regredialé fenotipusba tortént besorolas

Valés fenotipus Hiba rata = 2/13 (15,385%)
Pozitiv | Negativ | Pontossag = 11/13 (84,615%)

.. Fals pozitiv=1
Prediktalt fenotipus | PoZitiv 4 1

Fals negativ =1

Negativ 1 7 MCC = 0,675

9. tablazat — Parcialisan regredialé fenotipusba tortént besorolas

Valés fenotipus Hiba rata = 3/13 (23,077%)
Pozitiv | Negativ | Pontossag =10/13 (76,923%)

.o Fals pozitiv =2
Prediktalt fenotipus | PoZitiv 3 2

Fals negativ=1

Negativ 1 7 MCC = 0,5007

10. tablazat — Teljesen regredialo fenotipusba tortént besorolas

Valés fenotipus Hiba rata = 1/13 (7,692%)
Pozitiv | Negativ | Pontossag =12/13 (92,308%)

.o Fals pozitiv =0
Prediktalt fenotipus | PoZitiv 3 0
Fals negativ=1

Negativ 1 9 MCC = 0,8216

Ezek az eredmények bizonyitjadk az RPB1 citoplazmatikus aggregacios mintdzatanak

perdiktiv markerként valo alkalmazasanak validitasat.
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6.2. Asszembliszomak vizsgalata MCF7 emlétumorsejtvonalban

Az eddigiekben bemutatott eredményeink arra utalnak, hogy a fazisszeparacionak fontos
szerepe lehet az emldtumorok kemoterapiaval szembeni rezisztenciajanak kialakuldsdban. Az
elmélet tovabbi vizsgalatdhoz olyan modellrendszerre volt sziikség, amelyben kdzvetleniil
tudjuk vizsgalni a kemoterapidban alkalmazott szerek altal kivaltott hatds és a folyadék-
folyadék fazisszeparacio osszefliggéseit. Ezen kisérletek lefolytatdsdhoz az MCF7-sejtvonalat

vélasztottuk, amely egy emlétumor eredetii sejtvonal'>.

6.2.1. Asszembliszomak jelenlétének Kkimutatasa fluoreszcens mikroszkopias

vizsgalatokkal

Els6 korben azt a kérdést tettiik fel, hogy kimutathato-e asszembliszémak jelenléte az MCF7-
sejtekben. Ennek a kérdésnek a megvalaszolasdhoz, fluoreszcens immuncitokémiai
nek’® az eloszlasat vizsgaltuk. Az immunfestésen lathat6 (21. dbra), hogy a NOT1 jellemzden
a citoplazmaba lokalizaloédik és szamos apré fokusz figyelhetd meg, ami feltételezhetden

asszembliszomak jelenlétére utal.

30 pm

21. abra — Az MCF7 sejtekben megfigyelheté citoplazmatikus NOT1-fokuszok
A — a NOT1 fehérje zold-el (Alexa488) a sejtmagok kékkel (DAPI) lathatok; B — a NOT1 fokuszok; a képek
sarkaban lathato skala 30 um nagysagu

Ezen citoplazmatikus fokuszok jelenléte a tumorsejtekben tovabb erdsiti azt a
feltételezéslinket, hogy a fazisszeparalodd asszembliszomak jelenléte, funkciojuk teljes
transzkriptomszintli vizsgéalatara érdemes, mivel az 6sszefiiggésbe hozhat6 a kemorezisztenica

jelenségével.
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6.3. A fazisszeparaciéo kemoterapia-rezisztenciaban betoltott szerepének vizsgalata

A neodajuvans kemoterapia jellemzden egy kombindlt kezelés, melyben tobb kiilonbozo
hatasmechanizmust gyodgyszerrel kezelik a beteget. Ezen gyogyszerek egyedi kombinaciodjat a
tumorrol rendelkezésre 4116 elézetes informéaciok alapjan hatdrozzak meg?*. Ilyen informaciok
jellemzden a core biopszian vizsgalt prediktiv markerek jelenléte (1asd: 3.1.2 fejezet).

A kezelés gerincét sok esetben olyan vegyliletek adjak, amelyek képesek beépiilni a
DNS-be, ez altal megakadalyozni a transzkripciot és a DNS replikaciot. Ilyen vegyiiletek

példaul az antraciklin-szarmazékok, mint a doxorubicin és az epirubicin. Az epirubicin a

CHO O OH CH;0 O OH

CH, CH,
HO
NH, HO NH,
Epirubicin Doxorubicin

22. dbra — Az epirubicin és a doxorubincin szerekezeti képlete®’

Az epirubicin egy széles korben alkalmazott terapids szer, amelynek alkalmazésa
preferélt az eml6tumorok esetében, a doxorubicinnel szemben, alacsonyabb kardiotoxicitési
tulajdonsaganak koszonhetéen®>. A DNS-be integralddva gatolja a topoizomeraz II aktivitasat,
valamint szabadgyokok keletkezését idézi el ! °.

Kisérleteink sordn az epirubicin hatékonysagénak ¢és a folyadék-folyadék
faziszeparacionak a lehetséges Osszefliggéseit vizsgaltuk, mivel azt feltételeztiik, hogy az
asszembliszomak hatékony védelmet biztosithatnak olyan kemoterapids szerek ellen, amelyek

a DNS-t, azon keresztiil a transzkripciot célozzak.
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6.3.1. 1,6-hexandiol kezelés hatasanak vizsgalata az epirubicin hatékonysagara

A fazisszeparacio jelenségének egyik leghatékonyabb vizsgalati megkdzelitése a folyamat
gatlasa olyan anyagok alkalmazasaval, amelyek megbontjak a makromolekuldk kozt kialakulod
gyenge, masodlagos kolcsonhatasokat (lasd: 3.3.4 fejezet). Kisérleteink soran, a korabban
ismertetett vegyiiletet, az 1,6-hexandiolt (HEX) alkalmaztuk a folyadék-folyadék
fazisszeparacio gatlasara.

Els6 1épésben egy olyan HEX koncentraciot kellett megallapitanunk, amely 6nmagaban
nem toxikus a sejtekre, de elég magas lehet ahhoz, hogy megzavarhassa a fazisszeparaciot. A
megfeleld koncentracio megdllapitdsdhoz MTT assay-t alkalmaztunk. A kisérletek soran a
szakirodalomban korabban kozolt eredményekbdl kiindulva'?’, egy konzervativ kezelési
tartomanyt vizsgaltunk. A tesztelt HEX koncentraciok 0,1; 0,5; 1,0; 1,5; illetve 2,0 m/v%
voltak. A kezelés id6tartama 24 ora volt. Eredményeink alapjan 1,0% HEX kezelés nem okozott
kimutathato valtozast az MCF7-sejtek életképességében (23. abra). A kisérlethez tartozo nyers

mérési adatok és az abra készitésé¢hez hasznalt normalizalt adtok a 3) Filiggelékben talalhatok.
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23. abra — Kiilonbozé HEX koncentraciok hatasa az MCF7-sejtek életképességére
A hibasavok a szorast reprezentaljak n=4 bioldgiai parhuzamos minta eredményei alapjan.

Ez az eredmény Osszhangban allt a korabbi ismereteinkkel, mivel ez a koncentracid
HelLa sejtekben sem volt toxikus, &m a biologiai folyamatokra gyakorolt hatdsa mar

kimutathat6 volt!?’.
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Kovetkezo 1épésként a HEX-el végzett kisérletekhez hasonldéan egy olyan epirubicin
koncentraciot kellett megallapitanunk, amely 6nmagaban nem okoz jelentOs hatast a sejtek
¢letképességére. A HEX-el ellentétben azonban az volt a célunk, hogy az alkalmazott
koncentracié mar donmagaban is kimutathat6 hatassal birjon, &m ez a hatas legyen elég enyhe
ahhoz, hogy detektalhato legyen a késobbi kisérletek soran alkalmazni kivant kombinalt
kezelések esetleges hatdsa. Ebben az esetben is MTT-assay mddszert alkalmaztunk a megfeleld
koncentracio kivalasztasdhoz. Kisérleteink soran 0,2; 1; 5; 10; 20; 30; 40 illetve 500 ug/mL
epirubicin koncentraciokat vizsgaltunk, ami egy konzervativ koncentracié tartomany, amelyet

157 A kezelés id6tartama 24 6ra volt.

a szakirodalmi ismeretek alapjan allapitottunk meg

A kisérletek eredményei alapjan 20 ug/mL az az epirubicin koncentracid, aminél mar
egyértelmiien kimutathato életképesség-csokkenés az MCF7-sejtekben, ami ebben az esetben
89% volt. Az ennél magasabb koncentracioknal a ttlélési ardny mar csokkenést mutat (24.
abra). A kisérlethez tartozé nyers mérési adatok és az abra készitéséhez hasznalt normalizalt

adtok a 3) Fiiggelékben talalhatok.
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24, abra - Kiilonb6z6 epirubicin koncentraciok hatasa az MCF7-sejtek életképességére
A hibasavok a szorast reprezentaljak n=4 bioldgiai parhuzamos minta eredményei alapjan.

A tovabbi kisérletekhez igy a 20 pg/mL-es epirubicin koncentraciot valasztottuk, mivel
ennél magasabb koncentraciondl mar fenn allt a lehetdsége, hogy nem tudjuk elég nagy

szenzitivitassal kimutatni a két vegyiilet kozt fellépd szinergikus hatast.
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A kombinalt kezelés soran minden esetben 20 pg/mL epirubicin kezelést hasznaltunk a
HEX koncentraciot pedig 0,5; 1,0; 1,5; illetve 2,0 m/v%-os tartomanyban vizsgaltuk. Ezzel az
volt a célunk, hogy megvizsgaljuk, milyen HEX koncentracioban mutathatd ki szinergikus
hatas a kezelések kozott. Ezért a HEX hatasat vizsgaltuk tobb koncentracidban, mert
feltételezésiink szerint az esetlegesen fellépd szinergia hatterében a folyadék-folyadék
fazisszeparacio gatlasa allhat. A kombinalt kezelés soran is MTT-assay segitségével vizsgaltuk
a sejtek életképességét.

Eredményeink alapjdn a kordbban kivalasztott 20 pg/mL-es epirubicin, illetve az
el6zéekben 6nallo hatassal nem bird 1,0 m/v%-os HEX koncentracid egylittes alkalmazasa
egyértelmili szinergidt mutatatott (25. abra). A kezelés idotartama 24 6ra volt. A kisérlethez
tartozd nyers mérési adatok és az abra készitéséhez hasznalt normalizalt adatok a 3)

Fiiggelékben talalhatok.
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25. abra — Epirubicin és HEX kombinalt kezelés hatasa a sejtek életképességére
A hibasavok a szorast reprezentaljak n=4 bioldgiai parhuzamos minta eredményei alapjan.

A kombinalt kezelés 65,7%-os talélési aranyt eredményezett, ami arra enged
kovetkeztetni, hogy a HEX felerdsiti az epirubicin hatasat, ezt méghozz4 egy olyan alkalmazott
koncentracioban, amely Onmagiban nem toxikus, 4&m a sejt biokémiai folyamatainak
befolyasolasara alkalmas.

Az eredményeink alapjan feltételezhetjiik, hogy eldzetes varakozasainknak megfelelden
a folyadék-folyadék fazisszeparacid jelensége hatdssal van az epirubicin kezelés

hatékonysagara. Ennek fényében tovabb erésddott elméletiink, miszerint az asszembliszomak
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jelenléte szelekcios elonyt jelenthet a tumorsejteknek a DNS-t, ezen keresztiil a transzkripciot

és replikaciot célzé kemoterapias kezelésekkel szemben.

6.3.2. Az asszembliszomakban felhalmozodo géntermékekben, epirubicin kezelés

hatasara bekovetkez6 valtozasok vizsgalata

A korabbiakban bemutatott eredményeink arra utalnak, hogy az asszembliszomak fontos
szereppel birhatnak a tumorsejtek kemoterapiaval szembeni rezisztencidjanak kialakitasaban.
Felmertil a kérdés, hogy milyen géntermékek dusulnak fel az MCF7-sejtekben megtalalhato
asszembliszomakban, illetve milyen valtozasok figyelhetbk meg az asszembliszomak
tartalmaban epirubicin kezelés soran. Ezen kérdések megvalaszoldsara modern proteomikai és
transzkriptomikai modszerek alkalmazasa mellett dontottiink.

A fehérjék és RNS-ek szimultdn vizsgalata a legmegfelelobb moddszer annak
megallapitasara, hogy milyen géntermékek taldlhatok meg az asszembliszomakban. Ennek oka,
hogy eddigi ismereteink ezekrdl az Gjonnan felfedezett sejtalkotokrol még igen felszinesek.
Tudjuk, hogy benniikk a transzlacidban elakadt riboszéma-naszcens fehérjekomplexek
talalhatok, a NOT1 fehérje az egyetlen eddig ismert markerik, illetve RNaz- ¢s EDTA-
rezisztensek’”-’%12°. Az asszembliszoma izolalasara kutatdcsoportunk kifejlesztett egy eljarast,
amely lehetévé teszi mind az asszembliszOmak tisztitdsdt, mind a poliszomak ¢és

asszembliszomak egyiittes dusitasat'®. Az eljaras, a riboszoma-footprinting!>®

elsé Iépéseként
alkalmazott poliszoma-frakcionaldson alapul'®®. A vizsgalni kivant sejteket feltarjuk, majd a
centrifugalas segitségével megtisztitjuk a lizatumot a sejttormelékektdl, nagyobb sejtalkotoktol
(sejtmag, mitokondrium, stb.) és a nagyobb méretli fazisszeparalt granulumoktdl (SG, P-test).
Ezt kovetden egy 60 m/v%-os szukroz oszlop segitségével elvalasztjuk az assszembliszomakat
¢s/vagy poliszomakat a kiilonallo riboszoma kis €s nagy alegységektdl, illetve szabad RNS-
ektdl. Ezt 163000 g sebességli ultracentrifugalassal végezziik. Ennél a sebességénél a nagyobb
komplexek (asszebmliszomak, poliszomak) képesek athatolni a szukréz oszlopon, igy pelletet
képeznek a centrifugacsd aljan, mig a kis molekulatomegli RNS-ek és riboszoma alegységek
elakadnak a szukrdz oszlop felsé rétegében. Az asszembliszomak kizarolagos izoldldséra is
alkalmas a modszer, amennyiben a feltaras soran EDTA-t is adunk a lizispufferhez. Az EDTA
ugyanis megk®éti a riboszoma-alegységek kozti kotés kialakitasahoz sziikséges magnéziumot'®,
ennek hatasara a 80S riboszomak alegységeikre esnek szét, igy nem képesek athatolni a szukréz
17778,129

oszlopon. Az asszembliszomék ezzel ellentétben EDTA-rezisztense , igy ilyen

koriilmények kozt is képesek kiiilni a centrifuga cs6 aljara az ultracentrifugdlas soran (26. abra).
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26. abra — Az asszembliszomak proteomikai és transzkriptomikai vizsgalatanak sémaja

A kisérleteink soran MCF7-sejtekbdl izoldltunk poliszomékat és asszembliszomakat illetve
csak asszembliszomadkat tartalmazo frakciokat 24 6ras 20 ug/mL epirubicin kezelés utan, illetve
kezelés nélkiil. Az igy dusitott mintakbol fehérjéket tisztitottunk, amelyeket HPLC-MS/MS
modszerrel vizsgaltunk. Ezen feliil RNS-szekvenalast is végeztiink. Az azonositott fehérjék és
RNS-ek mennyiségét a kezelt, illetve konroll mintdk teljes transzkriptémjahoz, mint bels6
kontrollhoz térténd normalizalas utdn hasonlitottuk Ossze. Arra voltunk kivancsiak, hogy az
epirubicinkezelés hatdsara, milyen valtozasok jelentkeznek az egyes géntermékek transzlacios
allapotaban. Ezért 6sszehasonitottuk, hogy az egyes RNS-ek és fehérjék milyen mennyiségben
talalhatok meg a poliszomakat és asszembliszomakat tartalmaz6 frakcidkban (innentdl a Poly
megnevezéssel hivatkozom ezeket a mintdkat) és az EDTA-kezelés miatt csak
asszembliszomakat tartalmazo frakciokban (innent6l EDTA megnevezéssel hivatkozom ezeket
a mintakat). A vizsgalat sordn két bioldgiai parhuzamos minta eredményeinek elemzését
végeztiik el. A parhuzamosok kozti szorés alacsony volt (< 5%). Az véltozasok szigifikanciajat
t-teszt segitségével vizsgaltuk, csak a szignifikdnsak tekinthetd valtozast mutatd eredményeket
elemztiik. Az azonositott fehérjék és RNS koziil csak azokat elemztiik, melyek mennyisége
legalabb kétszeresére ndvekedett vagy felére csokkent a kezelés hatasara. A tovabbiakban az
epirubicin kezelt mintdkat Epi, a kezelésen 4t nem esett mintdkat Kontroll rdviditéssel

hivatkozom.
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Az asszembliszoméakban az adott gén terméke egyszerre van jelen RNS és fehérje
forméjaban, 1évén, hogy ezek a granulumok transzlacidéban elakadt riboszomakat tartalmaznak.
fgy, ha le akarjuk sziikiteni, hogy melyek azok a géntermékek, amik nagy valészintiséggel az
asszembliszomak szabalyozasa alatt allnak, meg kell vizsgalnunk az azonositott RNS-ek és
fehérjék kozos halmazat.

Els6ként megvizsgaltuk, hogy melyek azok az RNS-ek és fehérjék, amelyek
mennyisége megnd az epirubicin kezelés hatdsara a Poly frakcioban, azaz poliszomakon és
asszembliszomakon, tehat az RNS Epi Poly — Kontroll Poly arany >1. 3431 ilyen RNS-t és
544 fehérjét azonositottunk.

Az azonositott talalatok kdzos halamaza 297 gén volt, tehat ezen gének termékei mind
RNS, mind fehérje szinten jelen voltak a Poly frakcidban és mennyiségiik novekedett az
epirubicin kezelés hatdsdra. Az azonositott kozos taldlatok génontoldgiai vizsgéalatabol az
allapithatd meg, hogy az epirubicin kezelés jelentds hatassal van a sejtek transzlacios
aktivitasara. Tizenhét olyan fehérjeosztalyt azonositottunk, amelyek jelenléte megnétt a Poly
frakcioban. Mivel ez a frakcido mind a poliszomakat, mind az asszembliszomakat tartalmazza,
nem jelenthetd ki teljes biztossaggal, hogy az itt dasul6 RNS-ek és fehérjék az aktivan
transzlalédé poliszoméakon vagy az asszembliszoémakon vannak-e jelen. Azonban, mivel a
poliszomak mennyisége a sejtben feltételezhetden jelentdsen meghaladja az asszembliszomak

mennyiségét, az itt azonositott géntermékek inkabb transzlacidban 1évd géntermékek.
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Az epirubicin kezelés hatasara duasult géntermékek foként metabolikus (24,5%),
transzport (10,5%) illetve citoszkeletalis (9,7%) funkcioval rendelkeztek (27. abra). A
metabolikus folyamatok kozott legnagyob szamban a glikolizishez kapcsolodd enzimek voltak
jelen (foszfoglicerat-mutaz 1, d-gliikkdz-6-foszfat-izomeraz, alpha-enoldz, gliceraldehid-3-
foszfat-dehidrogenaz, piruvat-kinaz PKM, hexokinaz 1, triezofoszfat-izomeraz, foszfoglicerat-
kindz 1). Az azonositott gének koziil 54-et nem tudtunk besorolni az adatbdzisban elérhetd

kategoridk egyikébe sem, ezeket nem abrazoltuk a grafikonon.
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27. abra — Epirubicin kezelés hatasara a Poly frakcioban novekvo mennyiségit RNS- és
fehérjetermékek kozos halmazanak génontologiai elemzésének grafikus abrazolasa
A fehérjeosztalyok definicidi és a besorlési szempotok a https://pantherdb.org feliileten érhetdk el. Az abran nem
jelenitettiik meg azokat a géneket, amelyeket nem tudtunk besololni egy fehérjeosztalyban sem. Egy gén tobb
fehérjeosztalyba is besorolasra keriilhet, igy a megjelenitett gének darabszama nem egyezik meg az azonositott
gének szamval.
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A Poly frakcioban azonositott géntermékek koziil 3328 RNS-t és 820 fehérjét
azonositottunk, amelyek mennyisége lecsokkent az epirubicin kezelés hatasra. Az RNS-fehérje
halmazok kozotti atfedések szama 115 volt. A csokkenést mutatd géntermékek kozott a
legnagyobb ardnyban az RNS metabolizmussal (17,6%), metabolizmussal (14,3%) és
transzlacidval (18,7%) 0sszefliggd fehérjék voltak jelen (28. dbra). A metabolikus folyamatok
kozott legnagyob szamban a nuktleotid, aminosav és koleszterin anyagcseréhez kapcsoldd
enzimek voltak jelen (purin-nukleozid-foszforilaz, metionin-adenozil-transzferaz 2A,
szkvalén-monooxigenaz). Az azonositott gének koziil 26-ot nem tudtunk besorolni az

adatbazisban elérhetd kategoriak egyikébe sem, ezeket nem abrazoltuk a grafikonon.

13 [l DNS metabolizmus (n=2)
18 [l RNS metabolizmus (n=16)
B Kalcium kétés (n=1)
Chaperon (h=5)
Kromatin-kotés/szabalyozas (n=1)
[ Citoszkeleton (n=6)
B Gén specifikus traszkripcié szabalyozas (n=1)

Sejtkozi jelatvitel (n=1)

Gének

Membran transzport (n=3)
[l Metabolizmus (n=13)

B Fehérje médositas (n=5)
. Il Fehérje kétés/aktiv szabalyozas (n=8)
B Szkaffold/adaptaci6 (n=1)
Transzfer (n=2)
M Transzlacié (n=17)
[l Transzmembran receptor (n=1)
, I . . . . B Transzport (n=8)

Fehérje osztaly

~

V]

F

w

[N)

-

28. abra - Epirubicin kezelés hatasara a Poly frakcioban csokkené mennyiségii RNS- és

fehérjetermékek kozos halmazanak génontologiai elemzésének grafikus abrazolasa
A fehérjeosztalyok definicidi és a besorlasi szempotok a https://pantherdb.org feliileten érhetdk el. Az abran nem
jelenitettiilk meg azokat a géneket, amelyeket nem tudtunk besololni egy fehérjeosztalyban sem. Egy gén tobb
fehérjeosztalyba is besorolasra keriilhet, igy a megjelenitett gének darabszama nem egyezik meg az azonositott
gének szamval.
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A Poly frakciot kdvetden megvizsgaltuk, hogy az EDTA frakcidban milyen valtozasok
detektalhatok epirubicinkezelés hatdsara.. Az EDTA frakcioban 3472 RNS-t és 513 fehérjét
azonositottunk, amelyek mennyissége megndvekedett az epirubicinkezelés hatasara. Az RNS
¢s fehérje taldlatok kozos halmaza 315 volt. A kozos talalatok génontologiai vizsgalata
kimutatta, hogy ezek olyan gének termékei, amelyek szerepe leginkdbb a metabolizmusban
(24,7%) van. Nagyjabol azonos aranyban talaltunk tovabba chaperonokat (8,2%),
citoszkeletélis elemeket (9,7%), fehérje mddositasban szerepet jatszo fehérjéket (9,7%) és
transzporterfehérjéket (9,0%) (29. abra). A metabolikus folyamatok k6zott legnagyob szamban
a glikolizishez kapcsold6 enzimek voltak jelen (foszfoglicerat-mutaz 1, alfa-enolaz, gliik6z-6-
foszfat-izomeraz, fruktoz-biszfoszfat-aldolaz A). Az azonositott gének koziil 50-et nem tudtunk
besorolni az adatbazisban elérhetd kategoridk egyikébe sem, ezeket nem abrazoltuk a

grafikonon.

Il DNS metabolizmus (n=2)
B RNS metabolizmus (n=13)
Bl Kalcium kotés (n=12)
Chaperon (n=23)
Kromatin-kétés/szabalyozas (n=2)
I Citoszkeleton (n=27)
B Védelem/Immun finkcié (n=1)
Extracellularis matrix (n=2)
Gén specifikus traszkripcié szabalyozas (n=3)

Gének

Membran transzport (n=13)
Il Metabolizmus (n=69)
Il Fehérje mdédositas (n=27)

= B Fehérje kétés/aktiv szabalyozas (n=21)
» Szkaffold/adaptacioé (n=13)

1 B Transzfer (n=3)

10 B Transzlacié (n=19)

R I Bl Transzmembran receptor (n=4)

oL — ] . Transzport (n=25)

Fehérje osztaly

29. abra - Epirubicin kezelés hatasara az EDTA frakcioban novekvé mennyiségii RNS-

és fehérjetermékek kozos halmazanak génontologiai elemzésének grafikus abrazolasa
A fehérjeosztalyok definicioi és a besorlasi szempotok a https://pantherdb.org felilleten érhetdk el. Az abran nem
jelenitettiik meg azokat a géneket, amelyeket nem tudtunk besololni egy fehérjeosztalyban sem. Egy gén tobb
fehérjeosztalyba is besorolasra keriilhet, igy a megjelenitett gének darabszama nem egyezik meg az azonositott
gének szamval.
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Az EDTA frakcioban 2733 olyan RNS-t és 307 fehérjét azonositottunk, amelyek
mennyisége lecsokkent az epirubicin kezelés hatasara. Az RNS-fehérje talalatok kozti atfedés
30 volt. Az azonositott fehérjék szerepe foként az RNS metabolizmusban (31,6%), metabolikus
folyamatokban (21,1%) €s a transzlacioban (21,1%) volt (30. abra). Az azonositott gének koziil
11-et nem tudtunk besorolni az adatbdzisban elérhetd kategoridk egyikébe sem, ezeket nem

abrazoltuk a grafikonon.
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Fehérje osztaly

30. abra - Epirubicin kezelés hatasara az EDTA frakcioban csokkené mennyiségii RNS-

és fehérjetermékek kozos halmazanak génontologiai elemzésének grafikus abrazolasa
A fehérjeosztalyok definicidi és a besorlasi szempotok a https://pantherdb.org feliileten érhetdk el. Az abran nem
jelenitettiikk meg azokat a géneket, amelyeket nem tudtunk besololni egy fehérjeosztalyba sem.
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Kovetkezd 1épésként azt vizsgaltuk meg, hogy melyek azok a gének, amelyek
termékeinek eloszldsa atrendezddést mutat a Poly és EDTA frakciok kozott, az epirubicin
kezelés hatasara. 162 olyan RNS-t azonositottunk, amelyek mennyisége csokkent a Poly
frakcioban és ezzel parhuzamosan nétt az EDTA frakcioban. Ezen RNS-ek 4ltal kodolt fehérjék
szerepe foként az RNS-metabolizmusban (11,1%), metabolikus folyamatokban (18,5%) ¢és a
transzlacidban (21,3%) volt (31. abra). A metabolikus folyamatok kozott legnagyobb szamban
a nikotinamid-adenin-dinukleotid-hidrogén (NADH) anyacserhez kapcsoldé enzimek voltak
jelen (ubiquion-vas-kén fehérje 5, ubiquion 1 béta 1, 2, 3, 4, 6, 7 és 12 alegységek). Az
azonositott gének koziil 44-et nem tudtunk besorolni az adatbazisban elérhetd kategdridk

egyikébe sem, ezeket nem abrazoltuk a grafikonon.
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Fehérje osztaly

31. abra — Epirubicin kezelés hatasara a Poly frakcioban csokkend és az EDTA
frakcioban noveké mennyiségii RNS-termékek génontologiai elemzésének grafikus
abrazolasa
A fehérjeosztalyok definicidi és a besorlési szempotok a https://pantherdb.org feliileten érhetdk el. Az abran nem
jelenitettiilk meg azokat a géneket, amelyeket nem tudtunk besololni egy fehérjeosztalyban sem. Egy gén tobb
fehérjeosztalyba is besorolasra keriilhet, igy a megjelenitett gének darabszama nem egyezik meg az azonositott

gének szamval.
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Tovabba 15 olyan génterméket azonositottunk, amelyek mind RNS, mind fehérje
szinten mutattak csokkenést a Poly frakcioban és dusulést az EDTA frakcioban (32. abra). Az
azonositott gének koziil 2-t nem tudtunk besorolni az adatbazisban elérhetd kategoridk egyikébe

sem, ezeket nem abrazoltuk a grafikonon.
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32. abra — Epirubicin kezelés hatasara a Poly frakcioban csokkend és az EDTA
frakcioban noveké mennyiségii RNS- és fehérjetermékek kozos halmazanak

génontologiai elemzésének grafikus abrazolasa
A fehérjeosztalyok definicioi €s a besorlasi szempotok a https://pantherdb.org feliileten érhetdk el. Az abran nem
jelenitettiik meg azokat a géneket, amelyeket nem tudtunk besololni egy fehérjeosztalyban sem.
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Az elébbivel ellentétes iranya valtozast mutatd, azaz a Poly frakcidoban dusulo és az
EDTA frakcioban csokkend mennyiségli géntermékek elemzése sordn 68 RNS-t azonositottunk.
Ezen RNS-ek szerepe foként az egyéb fehérjék moddositasaban jelentds (25,5%), és azonos
mértékben  voltak  jelen = membrantranszportban  (10,6%),  fehérjekdtésben  és
aktivitasszabalyozasban (10,6%) és egyéb transzport funkcidkban (10,6%) szerepet jatszo
gének (33. dbra). Olyan géntermékeket nem azonositottunk, amelyek mind RNS-szinten, mind
fehérjeszinten mutattak ezt a jellegli valtozast. Az azonositott gének koziil 20-at nem tudtunk
besorolni az adatbazisban elérheté kategoridk egyikébe sem, ezeket nem abrazoltuk a

grafikonon.
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33. abra - Epirubicin kezelés hatasara a Poly frakcioban novekvo és az EDTA
frakcioban csokkené mennyiségii RNS-termékek génontologiai elemzésének grafikus
abrazolasa
A fehérjeosztalyok definicidi és a besorlasi szempotok a https://pantherdb.org feliileten érhetdk el. Az abran nem
jelenitettiik meg azokat a géneket, amelyeket nem tudtunk besololni egy fehérjeosztalyba sem. Egy gén tobb

fehérjeosztalyba is besorolasra keriilhet, igy a megjelenitett gének darabszama nem egyezik meg az azonositott
gének szamval.

A kiilonboz6 frakciokban feldasulo, vagy éppen csokkend mennyiségli géntermékek
Osszehasonlitdsa soran azt allapithatjuk meg, hogy az epirubicin kezelés hatasara az MCF7
sejtekben megnodvekszik a sejt metabolizmusban €s a transzport folyamatokban résztvevo egyes
géntermekek transzlacioja (27. abra). Ezzel parhuzamosan azok kozott a géntermékek kozott,
amelyek transzlacidja lecsokken a kezelés hatasara 33 RNS-metabolizmusban és transzlacioban

szerepet jatszo fehérjét azonositottunk (28. abra). Ez arra utal, hogy ebben a stresszhelyzetben
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a sejt azon géntermékek eldallitasat helyezi el6térbe, amelyek a metabolikus stressz
kivédésében ¢és a stresszt kivaltd anyag potencialis sejtbol vald eltavolitdsaban lehetnek
fontosak.

Az EDTA frakciok géntermék vizsgalata soran azt figyeltilk meg, hogy a metabolikus
enzimek itt is kimagasl6 aranyban voltak jelen az azonositott funkcionalis csoportok kozott (29.
abra). A glikolizisben szerepet jatszd enzimeket kodold gének termékei dusultak a
poliszomakon. Ezzel parhuzamosan a NADH anyagcserében érintett komplexek alegységei
dasultak az asszembliszomakon. Ez a megfigyelés egybevag azzal az elmélettel, hogy a sejt
energiatermelésébe szerepet jatszo fehérjekomplexek megfeleld 6sszeszerelddése — amelynek
fontos 1épései valdsulhatnak meg az asszembliszomak segitségével — létfontossagu a sejt
tulélése szempontjabol. Az EDTA frakcioban csokkést mutatd géntermékek a Poly frakciohoz
hasonl6 eloszlast mutattak (30. dbra), szamuk azonban jelentdsen kisebb volt (30), mint a
dusulds mutatd géntermékeké (315).

Azon géntermékek, amelyek mennyiségi valtozasa eltérd tendenciat mutatatott a Poly
¢s EDTA frakcidkban, mutatjdk meg szamunkra, hogy hogyan valtozik az asszembliszomak
Osszetétele az epirubicin kezelés soran.

A Poly frakcioban csokkend és ezzel parhuzamosan az EDTA frakcioban ndvekvd
géntermékek kozott mind a sejt metabolizmusban, mind a transzlacidban és RNS-
metabolizmusban szerepet jatsz6 gének termékei nagy szamban voltak jelen RNS-szinten (31.
abra). Am azon géntermékek szama, amelyek RNS- és fehérjeformaban is azonosithatok voltak,
igen alacsonynak bizonyult és funkcionalitdsukban nem volt megfigyelhetd egyes csoportok
egyértelmi feliilreprezentaltsaga (32. abra). Mivel az asszembliszomak alkalmasak az egyes
géntermékek tarolasara'?®, ez arra utal, hogy a sejt a kemoterapia hatdsara a nagy energiaigényii
riboszomalis fehérjék és egyéb transzlacidhoz kapcsolddd komplexek szintézise helyett a

A Poly frakcioban dusulod és ezzel parhuzamosan az EDTA frakcioban csokkend
mennyiségli génterméekek kozott fellilreprezentaltak voltak azon gének RNS-ei, amelyek mas
fehérjék modositasaért felelds proteineket kddolnak (33. abra), de szamos transzporter- és
fehérjekoto-talalatot is azonositottunk. Ezek az RNS-ek feltételezhetdéen kiszabadulnak az
asszembliszomakbol és aktiv transzlicioba 1épnek'”. Olyan géntermékeket nem sikeriilt

azonositanunk, amelyek RNS- és fehérjeszinten egyarant ilyen valtozast mutatnanak.
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7. Diszkusszio

A sejteket érd kiilonféle stresszhatasok kivédésre szamos kiillonb6z6 mechanizmus
evolvalodott. Ezek képessé teszik az éldlényeket és sejtjeiket, hogy alkalmazkodni tudjanak a
folyamatosan valtoz6 kornyezethez és az ebbdl fakado karos hatasokhoz, biztositva ezzel a
tulélésiiket. Azonban ezek a folyamatok a szervezet hatranyara is valhatnak, amennyiben egy
tumoros folyamat kovetkeztében egyes sejtek kontrolldlatlan osztdédasba kezdenek. Az igy
szaporodo sejttomegben miikddo stresszvalaszok szelekcios eldnyt jelentenek a tumor szamara,
ami jelentds kihivast tdmaszt az orvosok elé a betegség hatékony kezelése szempontjabol'®!. A
tumorsejtek természetiikb6l fakadoan megnovekedett fehérjetermelési és  osztddasi
képességekkel rendelkeznek, amelyek megkiilonboztetik Oket a szervezet egészséges
sejtjeitdl!?, ezaltal timadasi pontot is biztositva a terapias szereknek. A DNS-t célozva, mind
a fehérjeszintézis, mind az osztdodas gatolhatdo. Azonban, ha a tumorsejtekben olyan
mechanizmusok is megjelennek vagy felerésddnek, amelyek képesek ellenstlyozni a
transzkripcid gatlasat, az hatdstalanna teszi azokat a genotoxikus hatasu szereket, amelyek a
legszélesebb korben hasznalatosak a tumorok elleni kiizdelemben'*. A kdzelmultban

felfedezett asszembliszomak’® hozzajarulhatnak a terapids szerrel szemben mutatott

rezisztenciahoz.

Kutatasunk sordn arra a kérdésre kerestiik a valaszt, hogy a folyadék-folyadék
fazisszeparacionak, és az igy kialakul6 asszembliszomaknak milyen szerepiik lehet a tumoros
betegségek kemoterdpiaval szembeni rezisztencidjanak kialakitasaban.

Kutatdsunk soran megvizsgaltuk, hogy az emlétumorok kezelésében széles korben
alkalmazott neoadjuvans kemoterapidra adott valasz Osszefiiggésbe hozhato-e a sejtekben a
kezelés eldtt megfigyelhetd, a transzkripciés mechanizmus gerincét add, RPB1 fehérje
nem képes ellatni funkcidjat, ami arra utal, hogy a sejtek a génkifejezddési folyamat egy
késObbi 1épésének segitségével ellensulyozzdk a transzkripcids aktivitds csokkenését, ami
egyuttal csokkenti a DNS-t és a transzkripciot célzo terapids megkdzelitések hatékonysagat.
Feltételezésiink szerint tovabbd, az RPB1 aggregalddasa nem véletlen, hiszen amennyiben a
transzkripcid blokkjat a sejt ugy képes kompenzalni, hogy kordbban mar megszintetizlat RNS-
eket szabadit fel a raktarként miik6do asszembliszomakbol, akkor a NOT1 fehérje elvonodik
az RPB1 Osszeszerel6désétdl'®, és inkabb a stresszgranulumokon, vagy az asszembliszomakon

fordul elé’8. Kovetkezésképpen az RPBI citoplazmatikus aggregicidja kozvetve NOTI
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tartalmi RNS granulumok dusuldsara is utal — legyenek azok SG-k, vagy asszembliszomak —
azokban a tumorsejtekben, amelyek tuléléséhez nem a transzkripcio a limitald génexpresszios
1épés.

Vizsgalatainkhoz emldétumor core biopsziamintidkon vizsgaltuk az RPBI-fehérje

crcr

térszerkezetének kialakitasahoz nélkiilozhetetlen fehérje, ezért mennyisége vagy sejten beliili
eloszlasa osszefiigghet a RPB1 aggregcidjaval'3®!%,

Eredményeink alapjan a nem regrediald esetekehez tartozd mintdkban nagyobb
szdmban fordultak elé nagy méreti RPB1-fokuszok a citoplazmaban, mint a parcialisan
regrediald és a tejesen regrediald esetekhez tartoz6 mintakban. Azt feltételezziik, hogy ezek a
nagyméretli fokuszok aggreglodott RPBI-fehérjéket tartalmaznak. Tovabba azt is
megfigyeltiik, hogy a parcialisan ¢€s teljesen regredialé eseteknél az RPB1 nagyobb aranyban
talalhat6 a sejtmagban a citoplazmahoz képest, mint a regressziét nem mutato esetekben. Ez
arra utal, hogy ezeknél az eseteknél a traszkripcié fokozottabb a regresszidot nem mutatd
esetekhez képest. A regredidldo tumorok elméletiink szerint megemelkedett transzlacioval, €s
kiterjedtebb transzlaci6 szabalyozassal ellensulyozzdk az RPBI-fehérje aggregicidja miatt
kiesd génkifejez0dési €s szabalyozasi funkcidkat. Az asszembliszomakban a géntermékek
védettek a bomlastol, és poliszomakka alakulva hatékony, és egyben szabalyozhato
génkifejez0dést tesznek lehetdvé. Az RPBI-fehérje aggregacidgja masfelol éppen az
asszembliszomak jelenlétére utal, amelyek feltételezésiink szerint elvonjak a NOT1-fehérjét,
mint dajkafehérje platformot, a naszcens RBP1 érésétél. A HSP90-chaperon mintdzata nem
mutatott ilyen egyértelmli kiilonbséget az egyes fenotipusok kozott. Ezek alapjan
megallapitottuk, hogy az RPB1-ciotplazmatikus fokuszok mérete €és sejtmagi koncentracioja
Osszefiigghet a kemoterapiara adott valasszal.

Megvizsgaltuk, hogy a megfigyelt RPB1-aggregatumok jelenléte alkalmas lehete-e a
kemoterapia hatékonysaganak elorejelzésére. Az elmélet teszteléséhez ismeretlen fenotipusu
mintdkon végeztiink immunfestést, majd ezeket a mintdkat az RPB1-mintdzatuk alapjan
besoroltuk a lehetséges fenotipusokba. A teszt sordn 13 mintabdl 10 esetben megfeleld
fenotipust prediktaltunk, a regressziét nem mutatd eseteket 92%, a parcidlisan regredialokat
76%, a teljesen regredialo eseteket pedig 84%-os valoszinliséggel azonositottuk. A minél
korabbi diagnozis mellett a megfeleld terdpia kivalasztasa elengedhetetlen a jO progndzis
eléréséhez. A manapsag alkalmazott prognosztikai markerek (ER, PR, HER, Ki-67) mellett
sziikséges olyan 0 vizsgalati megkdzelitések kifejlesztése, amelyek segitik a megfeleld

kemoterapids szerek kivalasztasat, vagy éppen elére jelzik a kezelés hatékonysagat.
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Amennyiben mar elére lehet tudni, hogy a rendelkezésre allo terapidk kis valdsziniiséggel
fognak regressziot eldidézni, lehetdség nyilik a korabbi operaciora, ami az ilyen esetekben
javithatja a betegek tulélési esélyét. Eredményeink igéretesek az RPBI-aggregacid
vizsgalatanak 0j prediktiv, markerként valo alkalmazéasanak tekintetében. Amennyiben az
RPB1 hatékony markere a neoadjuvans kemoterapia sikerességének emlétumorok esetében, az
tovabb javithatja a betegek kilatasait. Tovabbi esetek vizsgalatdval ndvelve a mintaszdmot még
pontosabb képet kaphatunk az RPB1-eloszlas és a terapias valasz kozotti osszefliggésekrol.
Kelléen nagy szamu eset bevonasaval, standardizalt festési eljarassal és megfeleld felbontést
biztosité mikroszkopos berendezések alkalmazasaval pedig lehetdség nyilik az RPB1-mintazat
kvantitativ jellemzésére, amely egy félautomatizalt, vagy akar teljesen automatizalt
diagnosztikai eljaras alapjat kepézheti, ami bevezetheto a klinikumba, ez altal novelve a betegek
kilatasait. A kutatds sordn tapasztaltuk, hogy az emldszévet magas lipid tartalma miatt erds
autofluoreszcencidval rendelkezik, ami megnehezitette a mikroszkopos képek kiértékelését. A
klinikumban val6 alkalmazhatdsag javitasa érdekében célszerti lehet olyan detekcidos modszert
alkalmazni, ami kikiiszoboli ezt a tulajdonsagot. Erre megfelelé megkdzelités lehet kiilonb6zo
enzim-konjugalt (példaul peroxidaz enzim) masodlagos antitestek alkalmazasa. Amennyibe igy
alacsonabb hatteret és ennek kovetkeztében jobb jel-zajaranyt sikeriil elérni az lehetdvé teheti
a citoplazmatikus RPB1 fokuszok kvantitativ jellemzését.

A diagnosztikai eljarasokon feliil ) terapids megkozelitések felé is megnyilhat az 1t.
Amennyiben a tumorsejtek nagyobb hatékonysaggal allnak ellen a transzkripciot és replikaciot
célzo kemoterapidnak abban az esetben, ha benniik a transzkripcioért felelés komplex kdzponti
fehérjéje aggregalddik, az arra utal, hogy ezek a sejtek képesek a génexpresszid egy masik
1épésével vagy Iépéseivel kiegyenliteni a kiesett transzkripcidt. Erre a jelenségre magyarazatul
szolgalhat a nemrégiben felfedezett asszembliszomék jelenléte’®. A szovetmintdkon végzett
kisérletek eredményeinek tovabbi vizsgalatira olyan megkdzelitést valasztottunk, amellyel
kozvetlenebbiil vizsgalhattuk mind az asszembliszomak jelenlétét, mind szerepiiket a
kemorezisztenciaban. A tovabbi kisérletek soran sejtkultiirdkat hasznaltunk fel ebbdl a célbol.
MCF7 emlétumor-eredetii sejteken végeztiik a kisérleteket.

Immunfestés segitségével kimutattuk, hogy varakozasainknak megfeleléen az MCF7-
sejtekben nagy szamban fordulnak eld6 NOT 1-tartalmu citoplazmatikus fokuszok. A NOT1 az
asszembliszomak markere’8, az MCF7-sejtekben megfigyelt mintdzata arra utal, hogy ezek a
nemrégiben felfedezett sejtalkotok ebben a sejtvonalban is jelen vannak. Mivel az
asszembliszomakrél tudjuk, hogy folyadék-folyadék fazisszeparacioval alakulnak ki,

vizsgélatukhoz olyan kisérletes megkozelitést kell alkalmazni, amely kifejezetten a
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fazisszeparalt granulumok tulajdonsdgainak felderitésére alkalmas. A HEX kezelés széles
korben elterjedt megkozelités ezen a téren, ami lehetdséget biztosit a fazisszeparalt granulumok
feloldasara, és ezaltal a bioldgiai funkcidjuk felderitésére'?’. Kimutattuk, hogy a HEX
alkalmazasa bioldgiai hatast még ki nem valtd koncentracioban'?’ képes felerdsiteni  az
epirubicin kezelés hatasat. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy a folyadék-folyadék
fazisszeparacid szerepet jatszik az epirubicin toxikus hatdsanak kivédésében. A HEX kezelés
alkalmazasara a tumorterapidban mar szdmos igéretes eredmény létezik, amely altdmasztja,
hogy a folyadék-folyadék fazisszeparacid gatlasan keresztiil elérhetd antitumoralis hatas egy
jelentds potenciallal rendelkezé iranyvonal. Az eddig kozolt eredmények a hasnyalmirigyrak!6?
és a tiidérak'®’ esetén alatamasztottdk a HEX kezelés alkalmazhatdsagat. Tovabba azt is
bizonyitottak, hogy a HEX az angiogenezis befolyasolasan keresztiil is képes hatni'®, ami
tovabbi utakat nyithat a tumorterdpia frontjdn. Eredményeink megerdsitik, hogy a HEX egy
potens molekula, amely képes olyan sejtfolyamatok befolydsolasdra, amelyek szamos
tumortipus esetében lehetnek terapias célpontok. Més szerekkel (mint példaul az epirubicin)
kombindlva a HEX hatékony és széles korben alkalmazhat6 antitumoralis szer lehet, amely jo
viz-oldékonysdga ¢és stabilitdsa miatt szamos formuldcios lehetdség és beviteli utvonal
kifejlesztésére nyujt lehetdséget.

Az asszembliszomak kemorezisztenicaban betoltott jelentdségének bizonyitasa felveti
azt a kérdést, hogy mi a hatdsmechanizmus, ami eldsegiti a sejtek tulélését az epirubicin
kezeléssel szemben. Az asszembliszomak képesek megvédeni a sejteket az UV- vagy radioaktiv
sugarzas altal kivaltott genotoxikus stresszt61'? és kdzvetve kihatnak a DNS hibajavitasra'°.
Tovéabba az asszembliszomakban jelen 1évé NOT1 fehérje funkcidja is jelentdséggel birhat a

védelmi folyamatokban. ACcr4-Not komplex sokrétiien €s rugalmasan szabalyozza az RNS-ek

crer

crcr

kolokalizacigjat. A NOTS ¢€s az asszembliszomakban megtalalhatdé NOT1 fehérjek 6sszekotik
a transzkripciot és a transzlaciot'*®. Korabbi kutatasok kimutattak, hogy a primidinnukleotidok
szintézisének gatlasa esetén a sejteket metabolikus stressz éri. Ezt a stresszt a sejt gy probalja
kompenzalni, hogy megndveli a riboszomalis fehérjék szintézisének ratajat. Ezt az mRNS
NOT1-hez val6 kotddésén keresztiil éri el'®>.

Az epirubicin kezelésen atesett ¢és kontrollsejtekbdl izolalt, poliszémakat ¢és
asszembliszomakat egyiittesen tartalmazo, vagy csak asszembiszomaékat tartalmaz6 frakciokon

végzett proteomikai és Gjgeneraciés RNS-szekvendlasi kisérletek eredményeinek génontologiai
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vizsgalata soran kideriilt, hogy az epirubicin altal okozott stressz nagymértékben megvaltoztatja
a sejtek metabolikus folyamataiban kulcsfontossagt enzimek transzlacios dinamikéjat. A
tumorsejtek altal mutatott fokozott metabolikus aktivitds széles kdrben kutatott teriilet'*®. A
nagy energiaigényu folyamatok fokozasa szelekcios eldnyt biztosit a tumorsejtek szamara a
szervezet egészséges sejtjeivel szemben. Ezen enzimek fokozott transzlacioja arra utal, hogy a
tumorsejtek metabolikus Ujraprogramozéasba kezednek a kemoterdpia hatasdra. Ez az

112,167

Ujraprogramozas ismert jelenség , ¢és eredményeink arra utalnak, hogy az epirubicin

jelenlétében blokkolt transzkripcidé miatt a mar korabban megszintetizalt mRNS-ek

Ezen feliil azt is megfigyeltiik, hogy szdmos olyan fehérje transzlacidja is fokozodik,
amelyek transzport folyamatokért felelések. Az ABC ¢és SLC transzporterek
tumorrezisztenciaban betdltott szerepe megkérddjelezhetetlen!®®!%. Az altalunk azonositott
transzporterek képesek lehetnek kipumpéalni a kemoterdpids szereket a tumorsejtekbol,
hozzajarulva ezzel a kemorezisztencia kialakulasdhoz. Az asszembliszommak altal
szabalyozott transzporterek egyedi vizsgalata fényt derithet arra, hogy mely fehérjék képesek a
sejtben transzlaciosan represszalt allapotban varakoznimert sziikség esetén ezek védik meg a
sejteket a kemoterapids kezelés hatasatol.

Kimutattuk tovabba, hogy a transzlacidoban fontos szerepet betolté fehérjék, mint a
riboszoma alegységeket alkotd proteinek vagy transzlacio iniciacids faktorok termelése
lecsokken. Ezek a fehérjék szigort Cerd-NOT szabalyozas alatt allnak'4>16%, termelésiik igen
energiaigényes. Az epirubicinkezelés hatasara a sejt atcsoportositja eréforrasait és a taléléséhez
sziikséges metabolikus enzimek, transzporterek €s egyéb szabalyozd fehérjék termelésére
fokuszalva az erOforrasokat a mar rendelkezésre 4ll6 transzlacids kapacitds hatékony
kihasznalasara..

Osszefoglalasképpen kijelenthetjiik, hogy a folyadék-folyadék fazisszeparacié és az ezzel
Osszefliggd fehérjeaggregacid fontos szerepet jatszik az emlétumorok kemorezisztencidjaban.
Az RPBI citoplazmatikus aggregacioja a neodajuvans kemoterapia hatékonysagnak igéretes
prediktiv markere. Az asszembliszomak jelen vannak az MCF7 emldétumor-eredetii
sejtvonalban ¢és szerepet jatszanak az epirubicin elleni védelemben. Tovabbd az
asszembliszomakban tarolt géntermékek jelentds valtozdsokat mutatnak epirubicinkezelés
hatasara, amely megnyilvanul a sejtek transzlacios dinamikajaban, ez elsésorban a metabolikus
enzimek, transzlacidban szerepet jatszo fehérjék €s transzporterek transzlacids prefencidjanak

véltozasaiban figyelhetd meg.
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9. Angol nyelvii 6sszefoglalo

In the research presented in my thesis, we sought to answer the question of what role protein
aggregation, as well as liquid-liquid phase separation and the resulting assemblysomes, may
play in the development of resistance to chemotherapy in cancer diseases.

As the first question, we examined whether the response to neoadjuvant chemotherapy,
widely used in the treatment of breast tumors, correlates with the extent of RPB1 — a protein
that forms the backbone of the transcriptional machinery — aggregation. Based on our results,
larger (>1 um diameter) RPB1 foci were found more frequently in the cytoplasm of samples
from non-regressing cases compared to those from partially regressing and completely
regressing cases.

Next, we investigated whether the presence of the previously identified RPBI
aggregates could serve as a predictor of chemotherapy efficacy. To test this hypothesis, we
performed immunostaining on samples with unknown phenotypes, then classified them into
possible phenotypes based on their RPB1 pattern. We then compared the predicted and actual
phenotypes of the samples and calculated the classification accuracy. In the test, we correctly
predicted the phenotype in 10 out of 13 cases. Non-regressing cases were identified with 92%
accuracy, partially regressing cases with 76%, and completely regressing cases with 84%.

Based on these results, we can conclude that the number of large cytoplasmic RPB1
foci, which we hypothesize to be aggregates, may serve as a potentially useful predictive marker
for the success of neoadjuvant chemotherapy in breast tumors.

If tumor cells more effectively resist chemotherapy targeting transcription and
replication—especially when the central transcriptional protein in these cells aggregates—it
suggests that these cells are capable of compensating for the loss of transcription through other
steps in gene expression. For instance, it is well-known that transcription and mRNA
degradation are closely linked processes'. Dori-Bachash and colleagues, in their experiments
with yeast, further clarified that proteins involved in transcription and RNA decay have co-
evolved, indicating a close collaboration between these two gene expression steps?. Therefore,
compensation might involve the use of previously synthesized mRNAs. This phenomenon
could be explained not only by changes in RNA degradation but also by the presence of the
recently discovered assemblysomes. Assemblysomes act as RNA storage, where RNAs are

stable and even translationally competent.
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For further investigation of the tissue sample results, we chose an approach that would
allow a more direct examination of both the presence of assemblysomes and their role in
chemoresistance. For these experiments, we used MCF7 breast tumor-derived cell cultures.

As the first step, we used immunostaining to examine whether NOT1-containing
cytoplasmic foci, a reliable marker for assemblysomes, could be observed in the tumor cells,
suggesting the presence of assemblysomes. We demonstrated that, as expected, numerous
NOT1-containing cytoplasmic foci were present in MCF7 cells.

Next, we investigated whether liquid-liquid phase separation, affects the effectiveness
of epirubicin, a commonly used chemotherapy agent in breast tumors. We know that
assemblysomes form through liquid-liquid phase separation. To address this, we applied 1,6-
hexanediol (HEX) treatment, as HEX disrupts weak, secondary interactions between
macromolecules, thus inhibiting phase separation. First, we determined the HEX concentration
that does not alter cell viability but is likely able to inhibit phase separation. Based on our
experiments, this concentration was 1% m/v. We then searched for an epirubicin concentration
that significantly reduces cell viability but to a degree where a synergistic effect could be
detected in combination treatment. Our experiments showed that 20 pg/mL of epirubicin was
effective in this regard, resulting in an 89% survival rate. We then examined whether combining
epirubicin with HEX would amplify the anti-proliferative effect. The combination of 20 pg/mL
of epirubicin and 1% m/v HEX resulted in 65.7% cell survival. This suggests that HEX
treatment enhances the effectiveness of epirubicin, even when the HEX concentration alone is
non-toxic to the cells. This observation implies that liquid-liquid phase separation plays a
significant role in the development of resistance to epirubicin.

Following this, we enriched assemblysomes and polysomes from epirubicin-treated and
control MCF7 cells by ultracentrifugation. Proteomic and RNA sequencing experiments were
then performed to characterize the gene products present in the fractions. We identified the
proteins and RNAs present in the assemblysomes and polysomes and examined which gene
products were present in both forms. These genes were subjected to gene ontology analysis to
determine which protein families exhibited translational changes due to epirubicin treatment.
We found that enzymes involved in cellular metabolic processes, proteins involved in
translation, and transporter proteins were primarily affected by the translational changes. This
is consistent with known phenomena in the literature and provides a potential explanation for

the resistance developed against epirubicin.
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12. Fiiggelékek

1) A felhasznalt core biopsziamintak jellemzdi és a hozzéjuk tartozd azonositdoszamok.

Regresszio csoport

Minta azonosité szam

Nincs regresszio 12, 15, 20, 21*
Parcialis regressziod 8,11, 16*, 18, 19
Teljes regresszio 3,9,10, 13

Ismeretlen regresszios statusz

1,2,4,5,6,7, 14, 16%, 17, 21*, 22, 23, 24

*egyes mintak ismert és ismeretlen fenotipusukét is felhasznalasra keriiltek. Ezekben az esetekben egy 1j
preparatumon ujra elvégzésre keriilt az immunfestés és 1) felvételek késziiltek. A vizsgalt mintapéldanyok nem
voltak beazonosithatok az értékelést megelézden.

vaeenIR ] Tamorbanke | nm | freor || g | pr | ewe | Resmessies SECEUE
1 5212/20 nd 66 3 8 6 neg TR2 Nines
2 5789/20 nd 76 3 0 0 poz TR1 Teljes
3 8053/18 nd 66 1 8 0 neg. TR1 Teljes
4 8217/19 nd 46 3 5 5 neg. TR2 Parcialis
5 10560/20 nd 61 3 0 0 neg TR1 Teljes
6 10957/20 né 63 3 NA NA | NA TR3 Nincs
7 11086/20 nd 63 2 8 8 neg TR3 Nincs
8 12356/18 NA NA NA NA NA NA NA Parcialis
9 13126/18 nd 43 3 0 0 neg. TR1 Teljes
10 13452/18 NA | NA NA NA NA NA NA Teljes
11 15213/19 NA | NA NA NA NA NA NA Parcidlis
12 15362/18 nd 66 3 8 8 neg. TR3 Nincs
13 15428/18 nd 41 3 0 0 neg. TRI1 Teljes
14 15542/19 nd 46 3 0 0 poz. TR1 Teljes
15 15722/18 nd 52 2 7 3 neg. TR3 Nincs
16 17490/19 nd 46 2 8 8 neg. TR2 Parcidlis
17 18440/19 nd 69 3 8 8 neg TR1 Parcialis
18 18875/18 nd 69 3 8 8 pos. TR2 Parcidlis
19 19305/19 nd 60 3 0 0 neg. TR2 Parcidlis
20 19920/18 nd 56 2 8 8 neg. TR3 Nincs
21 21192/18 nd 40 3 0 0 neg. TR3 Nincs
2 21825/19 | s 3 8 8 | neg RO Parcialis
23 22316/19 ns | g 3 0 0 | nee RS Parcialis
2 22376/19 | "6 | 40 3 7 7 | poz | TR3 Nincs
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2) Azeml6tumor core biopsziamintak mikroszkopos képei (DAPI- kék, RPB1 - Alexa488-
z0ld, HSP90 - Alexa647 - piros)

Ismert fenotipust mintak:

15722/18

15362/18
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81/¢611¢

81/0¢661

61/06VL1

81/96¢C1

61/€1¢CS1
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81/SL88I

81/0C661
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81/9¢C1¢tl

S1/Csrel

81/8CYS1

81/£508
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Ismeretlen fenotipust mintak:

11086/20

21192/18 22376/19

5212/20

10957/20

99



61/91¢CC

61/L1C8C

61/06vL1

& 4\

61/0vv8T  61/STSIT
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8759/20

10560/20

15542/19

Kontroll festések:

Eml6tumor core biopszia minta kontroll immunfestése A: DAPI (kék); B: Alexa488 (z61d) masodlagos
ellenanyag elsddleges ellenanyag nélkiil, C: Alexa647 (piros) masodlagos ellenanyag elsddleges ellenanyag
neélkiil
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3) MTT assay kisérletek eredményei

HEX MTT assay kisérlet nyers eredmény adatai

HEX koncentracié [m/v%]: Meérés 1 Meérés 2 Mérés 3 Mérés 4
0 0,923077 1,029272 1,004765 1,042886
0,1 1,26889 1,241661 1,339687 1,366916
0,5 1,173587 1,127297 1,132743 1,247107
1,0 0,993873 0,792376 0,939415 0,963921
1,5 0,539142 0,419333 0,50919 0,530973
2,0 0,019061 0,010892 0,013615 0,021784
HEX MTT assay kisérleti eredmények normalizalt adatai
HEX, . s s s s ; ‘s Atlag Szoras*
koncentraleo Meérés 1 | Mérés 2 | Mérés 3 | Mérés 4 Atlag Szoéras* [%] [%]
[m/v%]:
0 1 1 1 1 1 0,035124 100 3,512413
0,1 1,189718 | 1,108935 | 1,162791 | 1,182375 | 1,232622 | 0,088991 | 123,2622 | 8,899062
0,5 1,250918 | 1,358629 | 1,135863 | 1,104039 | 1,191273 | 0,087173 | 119,1273 | 8,717339
1,0 1,130967 | 1,192166 | 1,258262 | 1,204406 | 1,059423 | 0,161436 | 105,9423 | 16,14356
1,5 0,151775 | 0,208078 | 0,154223 | 0,112607 | 0,328165 | 0,188596 | 32,81652 | 18,85962
2,0 0,017136 | 0,019584 | 0,02448 | 0,03672 | 0,020409 | 0,007878 | 2,040872 | 0,787811
*a szoras az eredeti mérési eredményekre vonatkozik
Epirubicin MTT assay kisérlet eredményeinek nyers adatai
Epirubicin koncentracio [pug/mL]: Meérés 1 Meérés 2 Meérés 3 Meérés 4
0 0,923077 1,029272 1,004765 1,042886
0,2 0,78693 0,846835 0,855003 0,871341
1 1,034717 1,187202 1,151804 1,192648
5 0,993873 0,784207 0,9258 0,743363
10 1,029272 0,656229 0,724302 0,904016
20 0,884956 0,658952 0,827774 0,746086
30 0,389381 0,266848 0,422056 0,383935
40 0,261402 0,261402 0,212389 0,201498
50 0,291355 0,209666 0,206943 0,133424
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Epirubicin MTT assay kisérlet eredményeinek normalizalt adatai

Epirubicin , Atlag | Szords*
koncentracié | Mérés 1 | Mérés 2 | Mérés 3 | Mérés 4 Atlag Szoras* o & o
- [%] [%]
[ug/mL]:
0 1 1 1 1 1 0,035124 100 3,512413
0,2 0,780906 | 0,844553 | 0,812729 | 1,037944 | 0,85453 | 0,080905 | 85,45301 | 8,090538
1 1,101591 | 1,177479 | 1,265606 | 1,243574 | 1,169328 | 0,07438 | 116,9328 | 7,43803
5 1,040392 | 1,064871 | 1,246022 | 1,233782 | 1,004039 | 0,184725 | 100,4039 | 18,47248
10 1,023256 | 1,00612 1,19951 1,53978 | 1,010311 | 0,276496 | 101,0311 | 27,64964
20 0,651163 | 1,101591 | 1,0306 | 1,238678 | 0,892475 | 0,214177 | 89,24749 | 21,41768
30 0,685435 | 0,734394 | 0,917993 | 1,011016 | 0,601382 | 0,274928 | 60,13821 | 27,4928
40 0,438188 | 0,656059 | 0,69033 | 0,768666 | 0,436242 | 0,235961 | 43,62419 | 23,59608
50 0,350061 | 0,457772 | 0,445532 | 0,492044 | 0,32335 | 0,134025 | 32,33498 | 13,40251
*a szoras az eredeti mérési eredményekre vonatkozik
HEX + Epirubicin MTT assay kisérlet eredményeinek nyers adatai
HEX és Epirubicin koncentracio Meérés_1 Meérés 2 Meérés_3 Meérés 4
0% + 20 pg/mL 1 0,744615 0,935385 0,843077
5,0% + 20 pg/mL 0,766154 0,72 0,627692 0,806154
1,0% + 20 pg/mL 0,467692 0,590769 0,593846 0,713846
1,5% + 20 pg/mL 0,295385 0,372308 0,403077 0,501538
2,0% + 20 pg/mL 0,335385 0,267692 0,298462 0,406154
HEX + Epirubicin MTT assay kisérlet eredményeinek normalizalt adatai
HEX cs Atlag | Szoris*
Epirubicin | Mérés 1 | Mérés 2 | Mérés 3 | Mérés 4 Atlag Szoéras* o £ o
s [%] [%]
koncentrécid
0% + 20
pg/mL 0,647596 | 1,095557 | 1,024954 | 1,231893 | 0,940385 | 0,190228 | 94,03846 | 19,02277
5,0% + 20
pg/mL 1,141814 | 1,078515 | 1,244066 | 0,830189 | 0,901823 | 0,222596 | 90,18229 | 22,25961
1,0% + 20
pg/mL 0,70846 | 0,764455 | 0,856969 | 0,562386 | 0,657303 | 0,125685 | 65,7303 | 12,56851
1,5% + 20
pg/mL 0,043822 | 0,068168 | 0,065733 | 0,055995 | 0,225753 | 0,187534 | 22,57533 | 18,75344
2,0% + 20
ug/mL 0,017042 | 0,017042 | 0,017042 | 0,031649 | 0,173808 | 0,168345 | 17,38085 | 16,8345

*a szoras az eredeti mérési eredményekre vonatkozik
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