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Bevezetés

Az emldtumor vilagszinten €s Magyarorszagon is az egyik
leggyakoribb daganatos megbetegedés a ndk korében. A
diagnozis felallitasa soran nagy jelentdsége van a prognosztikai
és prediktiv markerek vizsgalatanak, melyek a betegség varhato
kimenetelérdl adnak informaciot, tovabba segitik a megfeleld
terapias megkozelités kivalasztasat. Az 1j prediktiv markerek
azonositasa segitheti a betegek tulélési esélyeit.

Az RPBI1 fehérje biogenezisének sajatossagaibol kifolyolag a
sejt chaperon folyamatainak indikatoraként foghat6 fel, valamint
aggregacioj a génkifejez0dés kiilonbozo 1épései kozott fennallo
egyensuly eltolodaséara utal. Ennek oka, hogy az aggregalodott
RPBI nem képes részt venni a transzkripcioban ezt a jelenséget
a sejt a kordbban megszintetizalt mRNS-ek stabilitasanak
novelésével ¢és azok jboli felhasznalasaval lehet képes
kompenzalni.

Erre alkalmasak Iehetnek az asszembliszomak, melyek
transzlacioban elakadt riboszoma-mRNS-naszcens fehérjelanc-
komplexek. Az asszembliszomakbol felszabadulé mRNS-ek
képesek megvédeni a sejteket a DNS-karositdo hatasokkal
szemben igy az is lehetséges, hogy az asszembliszomak védelmet
biztosithatnak a tumorsejtek szamara a kemoterapias kezeléssel

szemben. Az asszembliszomak folyadék-folyadék



fazisszeparacioval alakulnak ki, igy vizsgélatok legkdnnyebb
1,6-haxandiol kezeléssel végezhetd el. Ez a vegylilet képes
felbontani a makromolekuldk kozti gyenge madasodlagos
kolesonhatdsokat, ez altal megakadalyozva a fazisszeparaciot.
Az epirubicin az egyik legszélesebb korben alkalmazott szer
az emlétumorok kezelésére. Hatasat a DNS-be integralodva fejti
ki, gatolja a transzkripciét és a replikaciot, valamint
szabadgyokok keletkezését is eldsegiti, ami tovabbi DNS
karosodashoz vezet. Az asszembliszomak képesek megvédeni a
sejteket a DNS-karositdo stresszhatasoktol, valamint fontos
szerepiik van a sok komponensbdl felépiilé fehérjekomplexek
Osszeszerelédési  folyamataiban. Az  asszembliszomakban
megtalalhaté géntermékek és a kemoterapias kezelés hatasara
ezekben bekdvetkezd valtozasok 0 utakat nyithatnak meg a

tumoros megbetegedések kezelésének teriiletén.

Célkitizések

Kutatasunk soran célul tiiztiik ki, hogy megvizsgaljuk az
RPBI fehérje aggregacioja és a tumorsejtek terapiaval szembeni
ellenallasa kozott fennalld Osszefiiggés lehetoségét, valamint
annak feltarasat, hogy a terapiarezisztenciaban van-e szerepe a
folyadék-folyadék fazisszeparacionak, kiilonosen az

asszembliszémaknak.



Kérdéseink megvalaszolasdhoz  emldtumor  biopszia-
mintakon, valamint MCF7 eml6tumoreredetii  sejteken
terveztiink vizsgalatokat végezni kiillonb6z6 immunhisztokémiai,
immuncitokémiai festések, fluoreszcens mikroszkopia ¢és

modern molekularis bioldgiai mddszerek segitségével.
Az alabbi kérdésekre kerestiik a valaszt:

1) Az RPBI1 fehérje aggregacigja ¢és a HSP90
chaperonfehérje eloszlasa mutat-e Osszefiiggést a

kemoterapia hatékonysagaval?

- Az RPBI1 ¢és a HSP90 ecloszlasat terveztiik
vizsgalni ismert terapias kimenetelli esetekhez
tartoz6 invaziv. NST emld karcinomabol

szarmazo biopszias mintakon.

2) Az RPBI1 fehérjeaggregacio jelensége alkalmas-e a

kemoterapiara adott valasz eldrejelzésére?

- Az RPBI aggregicios mintazatanak eloszlasat
terveztik  vizsgalni  ismeretlen  terapias
kimenetelii esetekhez tartozo invaziv NST-
emlbkarcindmabol szdrmazd biopszias
mintdkon, majd a mintak feltételezett kimeneteli

csoportokba torténd kategorizalasat terveztiik
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elvégezni. Ezt kovetden Ossze terveztiik vetni az
altalunk készitett besorolast az esetek valds

kimenetelével.

3) Az emlétumorok kezelésére széleskortien alkalmazott
epirubicin elleni rezisztencia kialakuldsdban szerepet
jatszhat-e a folyadék-folyadék fazisszeparacié és az

asszembliszémak?

- Fluoreszcens mikroszkopia segitségével meg
terveztiikk vizsgalni, hogy az MCF7 sejtekben

jelen vannak-e asszembliszomak.

- MCF7 tumorsejt kultarakat terveztiink kezelni
epirubicinnel, asszembliszomakat feloldo 1,6-
hexandiollal kiilon-kiilon, majd kombinacioban,

és meg terveztiik vizsgalni a sejtek talélését.

4) Milyen géntermékek mutatnak transzlacios

allapotvaltozast epirubicin kezelés hatasara?

- Epirubicinnel kezelt MCEF7-
tumorsejtkultirakbol  és  kontrollmintakbol
asszembliszomakat és poliszomakat tervzetiink

izolalni ultracentrifugalés segitségével, majd az



igy készitett mintdkat transzkriptomikai és

proteomikai modszerekkel terveztiik vizsgaltuk.

Modszerek

A Kisérleteink soran neoadjuvans kemoterapidn atesett
emlétumoros betegek formaldehiddel fixalt, parafinba agyazott,
kezelést megel6z6 core biopszias mintait hasznaltuk fel. A
neoadjuvans terapiat kovetd regresszid mértéke alapjan 3
fenotipus csoportot (teljes, parcidlis, illetve nem regredialo)
alkottunk

A Dbiopszia mintdkon fluoreszcens-immunhisztokémiai
festéseket végeztiink RPB1 (ab26721 és sc-47701) illetve HSP90
(sc-13119) ellenanyaggal. Az immunfestett mintak vizsgélatara
konfokalis mikroszképot hasznaltunk. A  mikroszkopos
felvételek segitségévvel jellemeztik az a kiilonbdzo
fenotipusokhoz tartoz6é mintak RPB1 és HSP90 eloszlasat.

A korabbiakban meghatarozott festddési mintazatok alapjan
ismeretlen fenotipusi mintakat kategorizaltunk be a feltételezett
regresszios csoportokba. ezt kovetden Osszevetettik a
feltételezett és a valos fenotipusokat és kiszamitottuk a besorolasi
pontossagot.

Fluoreszcens-immuncitokémiai festéseket végeztiink MCF-7
emldtumor-eredetii sejtvonalon NOT1 ellenanyaggal (PAS-

62024) az asszembliszomak jelenlétének igazolasara.
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Az  asszembliszomak  kemorezisztencidban  betdltott
szerepének igazolasra az MCF-7 sejteket a fazisszeparacid
gatlasara alkalmas 1,6-hexandioldllal, a kemoterdpiaban széles
korben alkalmazott epirubicinnel illetve ezen szerek
kombinacidjaval kezeltik. A sejtek talélését MTT-assay
segitségével vizsgaltuk.

Ultracentrifugalas  segitségével asszembliszOmakat ¢és
poliszomakat, illetve csak asszembliszomakat tartalmazo
frakciokat tisztitottunk epirubicin kezelt és kontroll sejtekbdl. A
frakciok tartalmat proteomikai modszerek és RNS-szekvenalas
segitségével  vizsgaltuk, az asszembliszOmakban tarolt

géntermékek valtozasaink jellemzése céljabol.

Fontosabb eredmények, tézispontok

1. Megallapitottuk, hogy a nagyobb méretii (>1 wm atméro)
citoplazmatikus RPB1 fokuszok, melyek nagy valoszinliséggel
fehérjeaggregatumok, nagyobb aranyban fordulnak el a nem
regresszald mintakban, mint a parcialisan €s teljesen regresszalo
mintakban.

2. 13 ismeretlen fenotipusi esetbél 10-et megfeleld
regresszios fenotipusban soroltunk be az RPB1 mintazat alapjan.

Az eldrejelzési pontossag a regresszidot nem mutatd mintak



esetében 92%, a parcidlisan regredialo mintdk esetében 76% a
teljesen regrediald mintak esetében pedig 84% volt.

3. Bizonyitottuk, hogy az  MCF-7 sejtekben
megfigyelhetok NOTT1 tartalmu citoplazmatikus fokuszok, amik
asszembliszomak jelenlétére utalnak.

4. Megallapitottuk, hogy a fazisszepardcionak fontos
szerepe van az epirubicinnel szemben kialakul6 rezisztenciaban,
mivel az epirubicin és az 1,6-hexandiol kezelés hatasai kozott
szinergiat mutattunk ki.

5. Meghataroztuk azokat a géntermékeket, amelyek mind
fehérje, mind RNS formaban felhalmozdédnak az
asszembliszomakban illetve a poliszomakon az MCF-7
sejtekben.

6. Meghataroztuk, hogy mely géntermékek mutatnak
mennyiségi valtozast az asszembliszomkban illetve a
poliszémakon epirubcin kezelés hatasara.

7. Kimuattuk, hogy epirubicin kezelés hatasara
megvaltozik az MCF-7 sejtekben a transzlacié szabalyozasaban
részt vevO, illetve transzporter funkcidji  fehérjék

crcr

metabolikus Gjraprogramozas megy végbe.



Osszefoglalas

Kutatasunk soran kimutattuk, hogy az RPB1 citoplazmatikus
aggregacioja korrelal a neoadjuvans kemoterapia sikerességével
emlotumorok esetében. Megallapitottuk, hogy az RPBI
citoplazmatikus aggregacidja a kemoterapia hatékonysaganak
potencialis prediktiv markere.

Igazoltuk, hogy az asszembliszomak jelen vannak az MCF-7
sejtekben. Valamint, hogy a folyadék-folyadék fazisszeparacio
szerepet jatszik az  epirubicinnel szemben kialakuld
kemorezisztenciaban.

Jellemeztiik az MCF-7 sejtek asszembliszoma és poliszoma
frakcidiban fehérje és RNS szinten feldusuld géntermékeket.
Megallapitottuk, hogy a tumorsejtekben metabolikus
ujraprogramozas megy végbe az epirubicin kezelés hatasara,
mivel az energianyeré folyamatokhoz kapcsolodd enzimeket
kodolo gének termékei az asszembliszomakbol a poliszomakra
helyez6dnek at. Ezen feliil a transzlacidban szerepet jatszo
fehérjéket kodoldo gének termékei a poliszomakrol az
asszembliszomakba helyezddnek at, tovabba a transzporter
funkcidji fehérjék transzlacidos dinamikaja is atrendezddést

mutat a kezelés hatasara.



Summary

In our research, we demonstrated that cytoplasmic
aggregation of RPB1 correlates with the success of neoadjuvant
chemotherapy in breast tumors. We proved that the cytoplasmic
aggregation of RPB1 is a potential predictive marker for
chemotherapy efficacy.

We confirmed the presence of assemblysomes in MCF-7
cells, and showed that liquid-liquid phase separation contributes

to the development of chemoresistance against epirubicin.

We characterized gene products enriched at the protein and
RNA level within the assemblysome and polysome fractions of
MCF-7 cells. Our results revealed that epirubicin treatment
triggers metabolic reprogramming in tumor cells, as the products
of genes encoding enzymes related to energy-producing
pathways shift from assemblysomes to polysomes. Furthermore,
gene products encoding proteins involved in translation relocate
from polysomes to assemblysomes, and the translational
dynamics of transporter-function proteins are also reshaped in

response to the treatment.
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