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1. Tartalmi 6sszefoglalo

A dol gozatomban bemutatott kut atas soran al
fehd@gr eq@acviadlnaanki ot y-foealékadék f azi sszeparaci dna
asszembliszomaknak milyen szerepiuk | ehet a
rezisztenci aj anak kialakitasaban.

El s6 kérdeéskeéent megvizsgéaltuk, hogy az €
al kal mazot't neoadjuvans kemoter &pi &reqg tadben
kezel és el 6t+ta ntergan sgzykerlihpecti66s meBRBai Zmbher ge
aggregaci O6j anak mértékeéevel . Eredményei nk al
mi nt d4kban nagyobb széadbenl(f d¢pddlumalatenléd 6 h a R
citoplazméaban, mi nt a tipeseandl ¢asacnt! ekabrgtizeezdd a |
mi dak ban.

Ezt kodvetbében azt vizsgaltuk meg, hogy a Kk

el enl ét e ad kal nkaesmotehédpea hatékonysaganak

[S—

tesztel éséhez ismeretlen fenotipusu nkatt &k on
az RPB1 mi ntdzatuk al apj an besorol tuk a I
0sszehasonl itottuk afemti npakati.el ma&jtel keizer & miéets
porstéagat . A teszt soran 13 mintaba&@ltauaubk.,esat
regresszi 6t nem mutatdé eseteket 92%, a parc
eseteket-opediay) 684niliséggel azonositottuk.

Ezen eredmények al apjan Kkijelenthetjuk, t
f 6kuszokamelzyaena, f el t étel ezéslink szerint aggr
predi ktiv markere a neoadjuvans kemoter api a

Amennyi ben a tumorsejtek nagyobb hat ékon:

-

epli kéaci ot cét+taba&km maz eedapt heakciwadrberdrdkl
kompkéxpbehér | éj e —aagzgaedg,adloigdyi kezek a sejtek
génexpresszi 06 egy masi kKo npéepnézsackvneels ev a g.yt rlaé s é
| smeretes példaul, hogy a transzkripcilé és a
Do#Biachash €és i érmuenskzattGakrésma ki sérl et ezhegyti sz
transblkdhs pat ORMSbmomszerepet jatszo6é fehérj ék
génexpresszios | épés 2STehraos ae lpdnpethdddidbdadr e
megszi nt eteikz &letl hraREWSr &1 &as §wdlenségreamaBN&8r az

degradaci 6 vanhtmzégameki viéll fedezetti sas Aze mb



asszembl i szdmak RNS raktar ként-eki ss tfaubn kl caiko, n

transzl aci 6kompetens. HRAorsnzatbvaent mvanadkkn jeégn

eredményeinek tovabbi Vi zsgal at aramel bl ghn
kozvetl enebbiul vizsgal hattuk mi nd az assze
kemorezisztenci aban. MCF70vamlbdt ukbasijetr @ et tbkt &sk
hasznaltunk fel ebbd6él a cél bol

El s6 | épéskeéent i mmunfestés segi-esdédl@dlel ‘
tartalma (a NOT1 az asszembliszdmak | egmeghb
f okuszok a tamanoy ek ja ze kabsesnz,embl i szdmak | el enl ¢

varakozasainknak megfelel den az MCF7 sejtekb
citoplazmati kus fokuszok.

Ezt kovet 6en megvizsgaltuk, hogy az eml 6
epirubicin hatékongsadgbbtyygthéekdal faAszalsjszzepar ac
hogy az asszembfiolsgaddék adfidGvysmlsdZkpanek- | ét e.
hex&andi ol (HEX) kezel ést alkal maztunk, mi v el
gyenge, masodl agos kol csénhat &sokat, gat ol
megal |l apitottuk aamela HERXMakgdrbaen tnreac iokto,z €1 ¢
de feltételezhet6en mar képes a fazisszepar a

kovet 6en egy olyan epiranbl gi mdkokcemntnédbinbdba

sejtek életképességét, de csak olyan mért ek
szinergikus hatas detektalhatdé | egyen. Ki s é
2Q@g/ mL volt az MCF7 sejtol ¢t &€hedgreidmM@ngey ke .
Majmegvi zsgéal tuk, hogy az ephnr uldiadié&ml| éaz as at

fel e-e 6a rpramltiif er apigi/vieLh ae pst ub 20ieth Xombv ¥baldEX

65,-% tul él ést eredményezett. Ez al apjan a H
abban az esetben i s, ha olyan HEX koncentrac
sejtek szamar a. Ez a megfigyel és -Apot g acdcalge.

fazisszepar aci 6 naagkp ifronktiocsi rsrzeelr egpzee mhaenn ki al a
Mi ndezek !l tut@ament r i6flulgeapviatl é st Osretgéint ségével as
poliszoméakat dunsekle otk &mtiMOeEHYi rsiekMageidro pF ot e o mi |
es RNS & asekven sérl eteket végeztink a frak
j el ]l emz ésMe gchéaltjaabozlt.uk &b ans semmipkelzndon el en
fehérj é ketkd,evéasl amEBg v il 2 uk3a mel yek azamk!| pekgént

mi ndkét vizsgalt for makbam . j dAlzeni gyananzackknoa i t
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génontol 6giai vizsgal atot végeztiunk, hogy me
all apota mutat véaltozast az epirubicinkezel é
met aboli kus folyamataiban réaspgetvejvdt ®encimeke
transzporterfehérjék érintettek a transzl aci
jelenleg ismerés pobeasceigeki sk omagiyabiacziant al |

kialakul é rezisztenci ar a.



2. Roviditésjegyzék

Arg Arginin

BRCA1/2|BReastCAncerl/2tum@& z upr esszor geének

BSA Ma r h a s-alb&imnuBovine serum albumin)

Ccr4Not | Carbon catabolite repressiordegative on TATAless

CTD Karboxit er mi nal i s r égi 0

DAPI 4 ' -diaBnidinc2-fenylindol

DNS Dezoxiribonukleinsav

DP ProirAszpart at

EDTA E t i-diadintetraecetsav

ER Osztrogén receptor

FDR Hi bds tal alati arany (false discove

FRAP Ehlotgb?e;cﬁinsg)zcenm a Visszanyerés tulger|j

GIn Glutamin

HCD Magask o mp | erxé gias u( Hi gh compl exi ty domaz

HER2 Human epidermal growth factor receptor 2

HEX l16hexandi ol

HSP90 |H6 s o k k (Heatkhdak pretein) 90

ID/LC Re n dezetl en/ alsac ®ényiysicatlyodisqrdereddawtcaplexity
domain)

Ki-67 Proliferacidés marker fehérje

kAC;/MS Fol yadék kromatogr af iremmetiat ani tandem

LLPS Fol y-&a0dékfadziks s z e p aligaid Rhase $eparation)i d

INcRNS (lhosszu mBMS kddol

MCF7 Eml| 6arremedet (i sejtvonal (M) chigan Ca

g;;”t'o' Metil-Tio-Cisztein

MCC Matt hews korrel aci 6s koefficiens

MMTS |Metil-met &2 ulof onat

MRNS messengermRNg hirvivd)

NADH |ni kot dama&mi ¢h uk-hiedt 0 gdén

NOT1 Negative on TATAless

NR nyirokcsomo 4attétek

NST Nem specifikus tipusid eml étumor

PBS Phosphatduffered saline

PBSTX |PBS + Tween20 + Triton X100

Pol 1l RNSpol i mer az 11

PR Progeszteron receptor

PTEN Tumor szupresszor gén
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RNS Ribonukleinsav

RPB1}12 IDNSf 01 g g 6-p ®RINSmaelreaggy 428 g 1

RPL Nagy riboszdéma alegység fehérje
rRNS ri boszomali s RNS

Ser Szerin

SG Stressz granulum

g?;'gd& Acetil transzferaz fehérje kompl ex
STK11 |[Tumor szupresszor geén

TNM Tumor st-Aa utszmo rT -méri e tok,c s mét davtotléit enke
TR Primer tumor

tRNS transzfer RNS

TEAB Trieti | somrdarribwm at




3. Irodalmi attekintés
3.1. Az emlétumorok jellemzése

A tumoros jellegl megbetegedések vilagszert

Hazankban a daganatos megbéta¢ e deaask-iné me dmé§

Ezzel a masodi k | eggyakor-ebbéhakatdekmpreakk me gt
ut an. A dagénalt bé&mé oyay a rkr ahkkiadbzdz 4 k aneekl y ek
szabadlyozatlan proliferacioéjat e e kadhnoé myad z i k .

sejtekhez képbensytr es ztaepsozrnoedka ssiz eerlt

Az eml 6rdk az eml 6 duktalis vagy acinari ¢
osztodasa Ny oman ki ad almell@an dbmea ediecdé v et agnei g
| eggyakrabban diagnosztizad t 2@ 2 g3 uems dlaegth n@
di agnoswitliZzad¥amiagtkedrz 66 @z &ér e al al o & Azé retl nviol I tt
évtizedekbezhi kaai diedgmasas ok j el ent 6s fejl 6d
koszondgylbenkor abbi st ddi umban és egyre pont
megkozel itésekif bpbO6dEsde mkovékkmmattaabdern aaa bet
csOkkené teikdea ¢ icd eemrdeddtméknys zamit az orvostud

Magyarorszagon az emldéréadk a harmadik | eg
nemzetkodzi Gdazhazdiid&amnend $%as et Aséoki kkdir.é ben
Magyarorszagon szintén az eml 6r dkaa & @ywigh a

| eggy adkaograinbabt d.s hal a4l ok
3.1.1. Rizikotényezok és prevencio

Az eml 6italmok uska&d @b an k U ex60 pésheed estéli e(ne dged (
t émzy6 j atszhat szerepet

Az exo0gén rpe&likddflakanr é6éted mpenh@dkk kaézt daéaul
egészségrtemh edannek kkbivabbakeli@abémanyz askari ld et
kis mennyi sadlkédmgp éds.z eMEKk UIsonbé&st 6§ z ikhkeanid at G
karcinogeén hat as o0okmpaéi dasdauloini kak ét tsu@@r zas, I
tisztitdszer ekgy gnrecssza ki It a tileiga léark ul as ahAak kock
exogeén rizi kéfaktorok @agys zma vigke ntf amtt alsmuc sg
al kal maAastoagpd mmsasggtelleenteregik Dah &k uleans ab an
ti sztedz2zemtbmeanopauza ut aniésh car nboentpedgtsl édg tkeirad pai

O0sszefiggés "mar Dbizonyitott



Endogkéonc kazat i t ény ez 6gke nledsrad lAd o ts @@ tgrmekm,a k a :
él etkor, a foldsapr mazeddhed mteadrioreddEsn az eml 6be
el ent kepzr6o |l e §ye@lmtakve md Sr e 08k genetikaiA er e
eggyakori bb gkneBR&MAl é&g/edegyWyi BRCA2 gének |

—

geneti kai koérképekben | el péimdauit3u-B(olaiu nseznuip r ¢
szindroéoma), J8egkKkeI s(Beutmdr 6 ma) vagy PTEN (Co
kovet keizdtiédleamlkulbheatt g Aéggeneti kali hatteret a
anamnézi sbhen el 6f ordul o6, ekmd ra ida k oésl e tmMlegrbled re
hanoz6das&,il amélsképpen az egyejnelsl'ddmzé n6r okor

Sok egyéb tumoros betegséghez hasonl édan a
mi n é | kor abbi st d&di umban t 0 ktod Aiblb iz lae| és$ lagr

nél kul casvretiedpeoagr amanel yi a2rki medeetnas al yban aj an
szamarmave®dbkr&es kor felett a rendszereiss havo
nagyban hozzaj ar.ulAza ekmdréaia ké spzalkenieégsytpetz22 e ne § o
atl ag popamd@dca é6gészsédanelél ktotmamd kneézg élbleenn

el s6dl egesen a szeé&ameald.etApzr leavnel nécsi zOU rsézse rkeéppea | |

al kal mavéagarhet 6. Magyarorszagon az eml 6sz
keretében val 6sul me g, 45 €s 65 ev kozott
mammogr af i &s sAzzliornd vn &zks geat eatadbtaan A baki lany ai ag
eml 6r A4k vagy i smert ankBRJA knouztodtcti Okto chkoarzdaotz m

korcsopiogpadawalslzdittt va zabéal n'ésnvét el
3.1.2. Diagnozis

Az eml 61 &k ¢ letmzddtbei az eml 6ben vagy hoénal j ba
az eml 6 bér ének, mé r emteégrvedkl,t ésBlAFagye a& akjean
val adékozasa. Az eml 6sz(0lr 6 vizsgalatok <cél|j
tapinthaté stadiumban torténé dirédéGreodzi sa €s

Az eml 6r ak di agnnmuwli tsiadiakz cfi epll aAlmlairdigssmat g kb a
,diagnosztikus triasz”, azaz har masdivd grs@azail s
al apjddamganat , méerlehtedrybelz k e dsézstéw ebtl ek hkeiev eéksh 2 G v ¢
viszonyar 6l , valamintaati ekl egeés nbltagkakkéatr
i nformAcnldwe g Ad legdd®P ime g kkdizwed |li a £semeslalheotzt emi nd
attétképzggyhépeseégraeétozasi ésecénovéigonayt @i :

cobe opszi d&s minta szov.erBasegivinegg&Vvalpat tlsatld



daganat pontdasvémdwernyod ipiudbdagyi adid ke fah ke aiz 6 k
preoperatiVvedi agrmésszdtigklkaépzi k.

Az eml 6tumorok kiul é6nbdéz6é tipusait a WHO &
be® A szovettani tipus ismerete a tumor egyé
tulajdonsagairol és a varhatoé prognozisrol

At umor Kkiterjedélsémgd&dlve da talggenaotsiezétsizkeai f ol
€s kazel ésnekrAzezeémléedt umor ok klinikai (cTNM)
jell emzdi al apjan a betegség -sat atdui nuontd tmétruedtj eu
nNyirokcsomét @avadléit ethet ddsalt &g &As oTkNM ssttdatt wusszz me ¢
soran nem veszitka moirg yseflbavnest & & ttuispzu srde ghat ar oz
paraméter ek részletes kritériumbkT,al dpjéedn M
paraméterek al apj an megal |aaspeilKyghzae |lj dusk tae rbwed 2&:
segitséget.

A corieopszilkhsami att 4 ét képzé hajl am meghat
prognoé®triekddikt i wi maglémeldban i.s As zperroegpneas zijt.
tényezd6k egy beit telkasiténde n evtad 16&rzGIn G adnak i nfo
mar kereknek pedig azokatkheld¥ngdoebkett enéapea
hat asadudgduére. | Ebpgesithbhi aj dpepb édagpkzerre pred
éprognomartke&ragk i s

Emlit @ moe soekthéanr loangf ont osabb meghatarozanddé p
mar ker a tumor O0sztrogén recept(ohruniaEnR)e p ipdeorgr
growth factorilré&demt'dt EZr& as ampirtkemrek a meg
neoadijtwev@dams as kezel’és kivalasztasaban

Az eml tnedgk ok ed dtthsdrengada h or ntd Bzreenc etpu roa r opkc

set ében paolsiefjearedkb b6 monr ecept or hoz kapcsol ¢

-

ogesvzdrekmtriaprempédlasdbl hor monr ec e ptgyr ep daniytdis
| aj,dno veAdgdrhows mont er api aasn sazlekralinsa zhhatt &s oasz |

zel ésAédryeen eset beany dhgaysszzneordcicstipipaat tob a k i s kép

nw X —+ T O

ml egezsidenirogénaj amaédsatmit ét i elstodkkeelnit ti &ks &

® d® d C

]

cidavaszintheégat i téssst . Azihttirmonheganea@at @ekr e
| kal maemoht er &péftdsc s maposetejlektiv 0sztrogén
erek (pl. tamoxifen), amelyek 0s%¥%% riolgléent vaen

v v 9
N

z aromat dazgatl 6k, amel yekatadlsjzéek vezet o6sztr
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A HERZ2 eecepitrebrz ndaz, amely stipmédseét mBeor duste
Fel gdatgaamkiot 6dés ének h aattavsiéted k obkanvgleds a,
seojstzt 6dds kal nak, aizl lagptowe o6gd tsd -3 G¥zn del mlad r KR X
me gn o v enkéerdteétktli expr eas stz m &SAg gartl & germnemip & md |
HER2 expar elsegzm@danr ecept or okhoezl 6mydonledamnt gy
rendel kezésre &all a HER2rabib’dBumalbnlo&Vv emkaé 7 t
nagyon hatékony cél zott terapiaban részesil h

Az ezen( BBRAr omMR,prdEBRRY T v nenmr dn@g aant &t ok at t
negativ tumorokabhkapeti @awmilok 1B hWbreagyj €3 | emz 6
Ezen tumoé oalk fkeenzte leénsl i t entetm tad rkéagd imaxz hapg dikgk i g
i gen kniahgiyv ast j erl&jnula g raleeslslzd dig 6nporvoegkneddz i s uk a
eml|l 6thwmorvi szonyitva $%ignifikansan rosszabb

Egy tovabbi széles korbenkKi&d zsgat ma ir ofje
anelsyoros O0sszefiggéshben dalel paondejst sk é@remlei fie
Fest éspblseelgjidrs@&ggével | athatoeianeld! méhkibidagy eg
67 pozitiv, azaz aszteddielkmalm@rsyabbz-§ 2DI6a kfadk e
agresszivabb terjedési, gyorsabb®®n?'ndovekvd,

A megfelel 6 terapi ds megkodzelités Kkival ac
predi ktiv markerek, igy javitva a betegség k
jelentés kihivast jelent az orvegeékprakgehgyo

a betegség mortadridakémeark. csodokkent és
3.1.3. Terapia

Az emkéz dkése sszzéankomgpy otrtvmmk o de éBeéeBEzi , sugart e
€s onkol 6gla b bhkekredellkasz s Od b i kettdébanhtkeéabhn
al kal madzasr a

A mitétek célja a tumor el tavolitasa, e
kial akul asanak memgadkiadiav § dBa szrenankyo@rsai a st adi um
di agnosget elabeéen valaszthatod a masztekt 6dmi dna
eltavolitasa mellett a | ehet ermle@medtbd%etg® smis
Ennek feltétele a klinikkadielrgegmdés dyTal amsmnddiauz
NON 1 nyirokcsésnmadasoht ustret asztazi sok hi anya,
sugarkezel?NMaes dtoglallérrs ar ardd klad h éfa bsbr Inkist &g a t

bizonyos jellemz6§i konttlaindi kal hatj ak a seb
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Az onksktépgekkel vagy sugarteaedapivawal (8o mi
kovevwnaggpeoadj uvansi) (aAmiaépgperd&dscdlsj6adl & gralst ét
hatramamod&e]tek el pecivwddiliviesai ress &@g&red KAami ni
mit éten Aatesetnakl¢tuadgials tr &l oddpargdapniaat jsazvoavseot
ti pusatol, stadiumataol , i1l etve prognoszti k.
(mol ekul aris célzott ter adaihkhal dddbhkron ter ap

A neoadjuvéans terapia a | okalti smeng led I6a ced,a
5 aml ki sebb tumor) és C¢cNO (nincppozietgiiw nstl & ts
esetében ker 0F3hAt t erlé&kpidanam@rijna t méret ének
(,downstaging”), a mitét |l ehetéveée tétele, il
radi kalitasédnak csoédakéant ésé] e &gy engeroeasds ruevkamest
ter ap4 a4vzaladj uvansan al kdn envaazdojt it s &t kes dampd zirsa tmok

Azl értheertadpi as megkodzel i teensdeokk rki énp it lte rlshizosi eag ¥ |
|l egel terjedtebb. A |l eggyakr ahbieany aelgkyal maebt
0sztr ogeémordeucledpttoorrt amox B-d€ent raadi di7 kompetitiv
0sztrogénreceptorhoz kapdgsedlatdm é wedrkeegdaéksatd a b ¢
jel atvi®nedl ineoadjuvans kezel ések méamokegyupkaa
A |l egszél esehblerkdtrdoredpicd iy j @elézia dandi meaamiyrcda o v .
az epi Eaulekcian. szer ek képderekéshemegdid mdd dd y ®2A

repd ok at , a mi |l ehetetl enné teszi a sejtek o
kereszt Ul bl okkobPj &k @antraoskkinepkebHt sz amo:
kil 6nbo6z6 taxol szadrmazékokkal, neiannty aag o p ac |

megakadal yozzak a mi kr ot uab usleujstocki kdl eupso | ei | naekrai dz
G2/ M fazisban, ez%% |Tosveijbtbh algaylatk riadné zavlek ad Infa z
ci kl of osasmébmekekart avpma z hma tdn anke kfeltaudidse,z-omiint |
fl wiomiodiBm ekzer ek DNS al kil &al 6 hat dasuk'nak kos

Az egyi k Il egujabb neoadjuvans terapias |
amel yhez a ter dpi d4s antitestek -mefhelki maedean
pél déaul a anelaytkepesaba receptorhoz kapcsol 6c
megval 6suP®d jelatvitelt

A kil dnbo6z6 tipusu daganatok kul ehnbhé&zd ko
| ehBgtyes szer eka ebegtedgeckmzeieyn apd 6IAt kesnop @er tAjpa
szereknek suUl yos mel | ékhat dasai k | ehetnek, e

terapi d&ban részesitul jenek, azaz csak olyan ke
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hat 4sos | es? EBgyesetikhéhal mazhat 6sadagara eg)
3. 1f.ej ezetbpnediaktgiyal mab&kler e&heastt.Ak esdtaldg aitvatn
kemoter &pi a h arteéjkeolnzyéssaey dknaddmeet|lededs f omtt iomal i z ¢

a kedvezébb progeghpAab®l el 6segit ése
3.2. A transzlacié és a tumorigenezis kapcsolata

A tumoros megbetegedések hatterében geneti k:

spont &n bekdévetkezd mutadci 6k vagy egyeéb mut
bi ol 6gi ai agensek pl. vkéeppémkut habhesagokonoeE
médosul asokr 61 akkor beszél idnk, ha a mutacio
szerepet tkjdadtosl z66 sgzéenk venci at éerinti, hanem a
folyamatokon kereszt 0l er vaeing el a2 ed vd&ll vt éonzi arlste |

vagy egy szabadlyozasban szerepet j At sz06 DNSE
enhanszert), ami ennek a g%nexpresszi 6jat ké

A génkifejez6dés késobébbbi folyamat ai i S Sz
Ezek k6zal a tranmehéat dr gzedniew el e &g eneins me
fehérjeszintézis hi bas génter mékek képz~6deés
transzl daci 6klibpipdppenudbbasdbemdlven kez6 rendel | e
ker esPentdubmor sejtekben nagy gyakor i smglgyad k haa |l |
ri boszdéma al éfggls&mgjeé k etfl ek &@PIMN O r ighke o sf 2ednear| giesk n t
mennyi seéqgi vagy mindéségi v anl at&o zkdéspaz 6 djbe | ppanlt i 6y
| &anBKubhcsszerepet jatszhat a turmkretkiga@dldakwl as

expresszi 6 aniaRi megrv@mmdloizaashhehér jTes efpu te& c iakrua

I i mf oi did ¥ etuekggark n é | | eggyakrabban megfagyelt
Arginin aminosavat ko6édol 6 pozicidban. Ez a m
hogyodank hiiséget gyengi ti, azaz az MRNS s z¢
beépil ését *Hddbain laghetsevden, ha a riboszdma
t RNS | ép be, hibadas aminosav ker 0l kloeaé&pigtad sarse

a sejt altal a késdEkbh &k blethvnantgkacammabneléoh ¢ s &g
el 6ttt kell biztositani &lzmégbebahdael MBNBresg
| étrej 6vé nagyanstp ecoidfoiotndksalp ckeosdzoarii | Az a hfhs o b a m
t RNeSk képz6édése éppen ez étaz oke tat 6rmmedilyleebnka z
ri boszomali s feheérjéknek -akkeladitrn#mgd réapkacti 6é rzia

hi bas fehérj ék Tkoévpazhbbdae slkelhierzi kvaeiz emes gefj it gyse |aéksue
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' imfoid | eukémi aban szenvedd gyermeéekbkr ké&tz
éerintdé muzt KPiLAWalAr g98Ser mi ssense , b@t F§oil dbar
érihltEitgyel embe kell vennink azonban ezen mu
hogy a majlpoipud aeli todhrkkekrt | Fezh em énnetdkégitlie r ogeni t ¢
el s6sardzmmnl i d tnuenko rsoakj* ast chjgugjaegia 6 val bész dmat &l
megs zi fteentédiegelntegf el el 6 t érszerkezetébd6l ador
képtel eovhebat fehérje aggreg@tumok kialakul a

A sejtekben szamos mechaafieakmuss begetosn t p
szineteltetéseéet, indokol t eset ben a sejthal
tumor szupramebkyos z §gseroist omddkcd 6t a ri boszoma def
aktval*edi Ahhoz, hogy a p53 a ssezjitkesiadkgéas meg :
ri boszoéma fel épitésélEgmki sRRLslslz,e nicli lad ti,wse faz ¢
ame | ydeekf e kstaul syao s kovet kezméhyekkelonf aohaal at |
i dézhet®* ek el 6

A fehérjék megfeleld teérszerlkgxranémdlbame
hogy edl dwnij akunkci &s Kertv éz.&tely @ jbteank ési t opl az
kdozeg, és a fehérjék a helyes, bi ol dgi ail ag
rendezdédnek, hogy a hidrofdéb tulajdonsagu a
tulajdonsaguak ki vhdl rHe bas fteélrsziemrke zlear kli mé k

bel Ul el helyezkeddmhhdkepbébBekuhajffeddhes dgu f el

Rendszerint az il yen h i ddraojfkoabf ethe&lr g Z2ikn e kveatg vy |
chaper omaie !l hwek y eas térszerkezet kialakitéasaéa
Ujjaszerivelzeéks@ € rcthaper onok mU,k 6 chéosgey bai z f @ $ié
visszat érhessenek a funkci d6juk el l até&s&ahoz s

folyamat ywnegilh enteéggggreegadt umok al akdubHrhaahtinbadks K i

t ér szer k efzeehtéertj éfke lavpeotitari s ol dall &ncai nagy |
felssmimzok a kedvez~Oodbb energeti kai all apotr e
hi dr-oifdb&addélbbsdnhat asok altal vezeérelve 0ssz

képezh%etnek
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——p Chaperonok altal medialt
— Utvonalon kiviili interakciok

mRNS
Riboszéoma
L %9
/ Hibasan
% feltekeredett
Megfeleléen
feltekeredett fehérje
| | | ||
Feltekeredés Konformaicié Aggregatum Degradacio

fenntartas képzddés

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

Py

A sejtekben j kel e malzéivn6t é ZAieshiek g téme kfoeled I6 @ n
sejtkomphkel meptuabheamlt nda k é ®debl bliaetknbi e fnau kbi€ipael&§ qiik ait
Akiul 6nhbehkzl&an eok mas mo |l ek at @& &tkoaviash lb @ p cksoonh pdl de >
al kot hatil gnahki .btédsze er kezett el rendel kez6 fehérj
kompar tjnuetnntélsd vagy a megfel el 6 médo.n Am sizleysere
fehérj ket ektiven f el k zleimbig®€ me Kk n iis,g émaajk dé &lae
k6dol ol yan fehérjeéet, amel vy a megfeleld k
komponensekkel valdé 6sszeszerel 6dés nel kil P

El engedhehtoegtyl ean fri ssen képz6dott polipept
0sszeszerel 6dés, val ami ntzajl ottt arks zlp® r tsfeg |jye
megkiul 6nbodzt esse azhiabbaesrnraakn sthriwechkéed jtak ti dlée.l t A
f ehmirng @slélgém@md s zer. idsemerkit &f @ o-U bkiodquueittdienn s z i
ker ol a | ebonamahy Glkif ppp Blr ¢ o et ast vdaggd o6 ubi
proteoszoma’?szamar a

Az egyes fehérje alegységeknek a kivant s

mennyi ségben sziukséges jelen | ennitk a nagy
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folyanllnmyedsszet edids koedpilblb&sd& i nt ent, 6labgéanexpr
al i slzabalyozott. s gtoss dppicedygdmakomponense
idealis sztdchometriai ar any.brntyeirbferdntoed na
egyensual yhi &leshoérrulék akzépz6dés¥t vonhatja mag:
Az ol yan, s ok l6alkeognypsl éegxbedkl efseeltéépbien, mi nt p
a proteoszddma, az expresszioOs szintek O0ssz
fel’d®t sejtekibenakt amddobnaptill eax esk rkidkhzoislz 6 ma meg
0ss zeadelgiyfitiegkpraakpiylobbA sk 6zel 80 -béhéfpkBbpll 6dseuw
ri boszoémaéetlteazm g eioaskzitieskr enl ét e és 060sszehangol t
Tov &fbdbk o zhol yamat komp!l e xeilteansedkt sézsd mat s aizk si
ri boszémat al kot d r RNSz é&mo § efpéisgaan ekko nRPeornesnzste
Ari boszémalis fehérjék mas fehérjékhez képes
stabil szerkezet Ekhmekko sk O,e h dhhtofpgt 6@an.r élboszdm
fel hal mozéddioskmaaf ehér j ék vieghlrdntprsatteos z 6 ma
| ecsd%k ReBvrkerket kazt abenr &gy fj el émijt disb chsaznoymadlait
komponensek EzekzidlagWhiaddsizdjma al tmma Ktid eétndlsteint t

nagel ent 65éggel bir

Riboszéma

kis
al/egység

\
/ s \ ', Riboszéma kotd
s / \ ‘" chaperon

Downstream
5 chaperon
P — —— ——

Folding

—  Kijarati
csatorna Nativ szerkezet

2. abra - Riboszoman megvalosulé fehérje folding™®
PTC=peptid transzferaz center
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A mut daci 6k koévetkeztében | étrejott aberr
kovet 6en aggregatimakprbhkosthamaakkkivitas ¢
vagy akkor, ha a kompl exet al kot dé komponen
megfel el 6, vamdhmnyai §éedhérj ék helyes konformaci 0]
chaperon hal o6zat el emei bdl hi any al|l fenn,

képz_4odHet nek
3.3. A folyadék-folyadék fazisszeparacio

A fehérjék és/vagy nukleinsavak koézoétt kial a
esetben olyan makrostrukt ar alamejleyleekn nfedkl ynaedgé k
tul ajdonsagdlkaEzmua ajt mlafkolsggeé¢ k fohyiasiekepar a
| i guiiggui d phase separ Kéembai (ELPS8) p-imtmleywaedé&ki lo
fazisszeparaci 6 egy kedvezodanelner et yamat akb
folyadékol datban egyes anyagok koncentraci 0]
mas részei biem.venfiektgnmhben is megfigyel heto
kil 6nbdzd6 kémiai kol csodnhat &s o&hbiadr-lorifedjoif kb.b |
interakci 0k, oot mpg kobrédekat @s ok, gyenge at
kol csonBatgabsroak f(azi s swdespdabraanc i joe |keinatlGask s zer ep
kol csonhato mol ekul ak egyedi tul ajdonsagair
t 0l t és,aniagsasladbha rendl szevrakgew@&n iatuémjeoatslagnrn
haj |°®Akf azisszeparal't struktudaradak szoros ko
kozegged folyatat asyaegkigsilz él éldéesdéveé el enzi

val tozanellkkata sejtek széa&dmara kifejezetten ha
ingerekre adott val aszkeént valtoztathatjak

biztositva ezéaltal stresszvalaszra vagy | okéa
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Osszeszerelés Interakcid
~
SN
S
~
~
-~
oo io Kivalasztas Transzport
b —
- —A > &« v (1 \
— e P 4y !
— e ‘
__________ 2
i i i
See o
,/"':.‘r;\
S N8 @ Srie-
- C\\\/@ =" Fehérje-RNS
Kation-anion —— @i/ () ! Fehérje-Fehérje
Dipélus-Dipélus +— &) 111 Q) ;
n-Kation @ RNS-RNS
Gyenge, atmeneti multivalens interakciok Konvencionalis fehérje-fehérje,
a rendezetlen régiok kozt fehérje-RNS és RNS-RNS interakciok

3. abra — A folyadék-folyadék fazisszeparacio kialakitasaban szerepet jatszo kiilonbo6z6
eréhatasok®?

A folyaldg&dék fazisszeparacid kil 6nbodzé fol yamat okb:
fdzi sszepar dci 6t kialakito molekul dri s kdélcsénhat dasok

3.3.1. A membran nélkiili organellumok

Az evol uaci 6 folyamat dnak egyi k biegqtdin 6 peékat
kompartmentumok alakultak ki. Erre azeért vV 0
hi hetetlend,lkiha®dgppods& dami ok émi ai reakci o0, az
enzi mfehérj e €s egyéb vel Ok k 6d zcissnzhtart &t otko
katali zatorok) kul onf él e r eak&iod lc&EGibhaaélné perki
egymissAk eukari 6ta sejtek -njeemblreakmanbajle h athéorgoy
sejtorganel l umok tal alhatodék (példaul: sejtma
reti kaedm)ek bel sé6 tere dr aszrtdrkdieslaknerzehlezaé i & e
egységesnek tekinthetd citddplAzomahakus &idtr oyl
tel jesen unofgam eesakeiamhha@apakis zloWli knfl &l delkdreq |
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igényel nek. Ezek a koér ol mények elktso&smorth &kmn sn e

pot etrvcaiggyl hasonl 6 fizi kokémi ai kornyezetet ]
| étrejottéhez szukséges makromol ekul ak | okal
Ennek kovetkeztében jonnek | étre a membr ann

pél dauh eas t°@«j dls

Szamos ilyen membr amknénakiillja . craga nedllglduancst|
vohbhmel yet Felice eHonlewh@®viedkdbenet am az el sbéd& hi
60 éeévet kellett varni. Azota mar toOoHBb aburcat

&1 tabl azat

7z

A membran nélkil2i2pporgaggs$ & gino K eadaleyneldt un
valtozatos alaktak |l ehetnek és kil oéonféle spe
azonban |ipideket jé&i|lAmMkdredhe mzat umak md magsna

tal al haamé |l yneekg, nukl einsavkoété tul ajdonsaggal

7

génkifejez6désbeh’ PPeAt onmetndbtrta ns zneérliekplilkietor gane
szolgédlnak a sejtmagban és a citoplazméaban
il l etve specifikus kamaebdege-kdpgwmdhtt sskpprzddoe

7

vagy a sejtet érdé stressz hatéadsara alakul nak

TIGER domén

Endoplazmatikus retikulum

Stressz granulum Sejtmagi foltok

L

Parafoltok

Sejtmagi stressz test S
K
P-test v " Sejtmagvacska

Sejtmagvacska sapka v f(/

< Sejtmag
Sejtplazma Hiszton 16kusz test %

PML magi test ™ J
P granulum € L -

Cajal testek
Myo granulum

RNS transzport

granulum Cajal Gem

Nuage

4, abra - Az eukariéta sejtek jellemzé 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

Citopl aStreamstgmok MRNS raktarozas, £ &nszl
RN$ranszportgrfymRNS raktarozéas, ttlanszp
U testek snRNBRkt &rozas ®s 0O0sszesz
Pt est ek MRNS bont as’° csendesités
Bal bti asti e k oocitakbamamegmembhk tmdt t

organ/él’Fum

P granul umok ivarsejt spéxifikus stru

cGABondenzatumi mmunfol yamawvek éjt emé&tgwiaf

Asszembliszoémafehérjekomplexek O0sszesz

el leni’7védel em
Sejt magCaijtaelst ek sejtmagi kompl éX&% 06ssze
PML testek apoptozis, virusok ell en

szabalilyozas
Magi foltok mMRNS sf3 icing
Pafr@al t ok RNS t®rol as

Szadamos membr dan nél ki,Jhioggr gfaonl eyl al duénkrcas ejpelelk:
vi sel kedé®%'t Emunteskt nta&kt t er ében az al |l , hogy a
kialakul asaban meghatfierjttezzlice slzer teibedo i thatde k k

folyadék fazisszeparaci 6 jelensége.

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

transzlacio szabalyozasban

A sejtek egyes koérnyezetriealkaigfgij dmealtkad g o Ing € &
el engedhetetl en, hogy a génkifejezbéddési val a
Ma mar tudjuk, -dhlogyr emgyzlsacmMRINSa sok esetben
régi 6kra kor !l at oz apri kk arEizo taekirksh,e nmiergécmanpel |
A prokdkarodbilkan azt ogfyeéméfjel erpmek,-ekd) uk
sejten bel dali |l okali zaci 6j A4nak szabalyozasa
me mbr annal korul hatarolt sejtal kot dkkal €s ¢k
idében alt abad&«l negy hasdOdlll Azonban ma mar ti
prokariotakra is jellemz6é a nukleinsavak se
t r agisézsl &f ol yamat &k &ldrvaklz @ & z ta&s aer(e d neddroyt &k a

moédszer eknek arked syzedkn hleea &kt, 6vé teszik an trans
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kovedt® s éNagy novekedé<Eiscrhetrddoah amewpddlgher § é k
ri boszomak nagyfokiu térbel i -ts@Beagrr eg atci &n s arkur
nagyrésze a tr ants@rlté&entidkamzs zRk &gd o ljtedrent 6s he
ekene gy vabhghbegek térben el t atvidll o@ddd aki o gz2zthmark b
sejtrégi 6kbd&h Enkmkbrdbeadehkent étes a Mar abb
mar tudjuk, hogy a prokari ot akb#dn ¢ddvdagmRNS
fiugge’t’Tewnmabtlsda azt is megfiggkltékhahmgydétnak
a sejtreéegiodkan, ahol az altal uk k otdaus f el
kl 6ramheatinkdbfteraa”?2? emzitmranszmembrédmaglyaktadzp
membr ankot 6t t°%elseektédzemmer me dlzaclya @kt dazitddz kfo
esetében a protein kozel ében meg¥%%i %y eddbjreat 6 m

Az eukari ota €él 6l ények kozaul az €élesztdbkr
tudunk aSaeoglywbddbedebeni aslaEee2f ehérjekompl ex K
tobb tiz mRNS IAokK &lgij odlb@adi kkarakterizalt ily

ASHa&mely az anafazis soran ailkéelediklez&s usddlsk
filamentumok méhtEmr w®walaéloksiamalgt itvan&lzIl @pot beé
me, kil 6nbdz6 RNS kot °fPéhEr mBNSsegjtségévers
|l okalizaci 6j at ensloplaz maki®k uvminme taizk it mk ond
eset(6bedhbr.a

A soksejtid él 6l ényekben az mRNS | okalizéac
széles koéreében el tleztj erdd g féisg yselklr étt jia k ,el minrsd g
fell épé aszi mmetrikus sejtosztdéddasok, mi nd
val aszreakci 6Kk sorDano.khiolpal 6 mé i apeect gpagsétidere ka f e j
amel ynek soran a pet ét korelkkveelv 6a dtarj &knasszelj rtiegkc
pet es’&ji e tach)r.@aeMm or habdi ¢ orsi oegleengeazn sséel ksiolrddz h et ¢
anyai -enkRNSer iil nek at afthsr ab)raa [Eanl ésajkt efselté& b
bélrendszerben fi-ggeil hettdnagnelgy amemapé k &3¢ tsr ej o
(5. é&eb)r.a
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a E.coli

b S. cerevisiae

Cirkuléris Yckl kinaz Riboszoma
Riboszoéma Nukleoid |cromoszéma Sejt polusok Anyascjt e /. ‘l‘v\ni
1 i I pr '?3 A
= Pl -
L - o v o <
Sarj nyak L %y
= CK2 kinaz
lacZ mRNS, hfg mRNS, Sejtmagvacska ) oz = )
ptsC mRNS bglG mRNS Sejtmag Aktin filamentum Mitokondrium
ASHI, CLB2, IST2 ASP2, OXAl
Kiilsé membran Citoplazma
g o Ty Ty A ]
= o
s e
bglF mRNS, cat mRNS & Tubularis ER »
lacY mRNS R
DER Peroxiszoma
USEL, SUC2 PEXI1, PEXS, PEX5
Qocita
€ D. Melanogaster oocita Grk mRNS sejtmag e Bélboholy
Rogzitett .
Dajka sejtek |,! - mllfrot'ubu]us B K:ﬁ:h:
# EACH: Cstiszo
- ikrotubul
) I'.‘J i i \ N mikrotubulus
'“:'F X :0..\:\,10)
Vv A
s>
) RS — Enterocitak
Osk mRNS Ehezés Taplalt A A
Gylirii csatorna  Bed mRNS Mikrovillus
d C. Elegans embrié Apikélis
A Lf) .P nos2 mRNS. . . L et =T L;:;ihrzi?al.:;g:as
erml mRNS clu mRNS imb2 mRNS Cr o
. 1 ) — ez
5 S “ i 2 9 e Uj riboszéma
.! i ..-’ g - e ke, A = Riboszomalis
0 Xog Co (W T t fehérjét kodolo mRNS
) ®* @ o XS
o & @ W . .‘ —
Sejtmag P granulum Bazilis

5. abra — mRNS lokalizacié ¢é lokalizalt transzlacié egysejtii és tobbestii él61ényekben3s

aE. c@jten
sor an a

bel Gl i

kompart memeambikk desk ;mPbhNEamnakit HDiddaslai z
kil 6nb doezkib eandkjatl Kk @ apg-eokdiobhemRINeSI a mnog & Ntearn s e
mi krotubuh sek almemk pCid: R®NEBrgyaais

sor a

eredktili om&NiSz4aci 6j a ko

kil 6nb6z86 sejtjeiben; e: humazabkenybédhgebyptemeaot £ase
MRN8k a tapanyag el Agdtaat e poésgzrtfelirBigovré n yDé=bdeonr zal i s, V=ve

Az eddi g i smert RNS tart atl ensit egr dhul ésn
stresszgranul umokr &lInfroernndaecli kbevzaink a | egt 6bb

AP-t e s(taerkg ebloudli ePs ,

k et és

D

s

onto

7

zabalyoz

~ O o D

ul
ol

c

el ények

funkci

fehérj ék

| 1l apotban PAl Aéehatibkt megl hat 6

ov al

asaban

sfont o-esdg ljaeekl.e nA éR e

aft al

re

van,

Pr oc e s girnbga nb ondei gef si )g yae | sheejt
et tartal mako tgaaeml ambhksal
Béhér padk ud Rt
-tSrzaem pkirki pfca ko€
y (
evonl (ameloys aaz kenker

Kk .

transzl

rendel kezi

de aci 6szabal

anosan jellemzég

A stresszgranahagnwkaZftSGadtnesdkhasasektkov
l akul ki
al egysb-g&NGS&

nak

Q

a sej tepk,a ztnrasbrasnz | &Bcein@ UGikmn ibreRINISO im@

=~

i s és szamos tovabhbi funkci 6val
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me g . Megj el enésiuk fontos a sejt tul él ése sz

szabalyozasaban, mRNS tar ol astB® nEgés kk if 166 nsfzéel
abban all, hekhyaobyhacmBN&t gatoljak meg, me
nél kil 6zhetetl enek, azonban a stresszval aszt
jell emz6é réadjuk, vagyis a stresszhatas -megj el

megszigyt @&wvsdnnéle ki s
3.3.3. A folyadék-folyadék fazisszeparacio szerepe a tumorigenezisben

A foldfyaldg&deék fazisszeparact éa8 HidbbBabaly ore
folyamat okban fell épbé rendel |l enességek szal

betegségek 1P al pakkéurl & sad h 6t%f anas z kga padmfénte gr i t

kromati n8% earzk eRNeS éré¢S%ngyohyamateh bel Oli je
di szf thtkcsidd@dhat a fazisszeparaci 6hoz kot he
al apveté jelent 6séggel birhatnak a tumor o
sejtosztddashoz, a sejthal all al szembeni (
Gjrapr sdhrozmoz&'ét het nek

A rdkos sejtek okatahmgeheamekh@fek méz amosd bi

—

ol yamat szabal yozas atf od e/faadléyka sfod zhiast § Zaekp aar afc

—h

dzi sszeparaci 6nak fontos szerepe van a kro
zabédl yozasaban, a DNS hibajavitasban ¢és a
Ovetkeztében a féazisszepdakrodhdirdmd |fad laytd naant cskeg
progr amozodhte r (sledg st énhad za,l| angiogenezi shez
ezethétld®e k
Tumor os folyamat ok hatter ében all hat a

< 92 X O

i alakul asa, amely sotftthagywéamaKitppaciovv-omalf oo
ktivitast szabal yoz 6 1Lt Memroé gikb ek o nkciemu tr &atl to&
ejtmagban megfigyel hetd RNS és ffied@gdjfezumert

nhanszer aktivaci 6t és t roaennshzaknrsizpecri orsé gai kot ki hve

o OO u 9 X

ekot 6dés éh'dk lhat &ilsBiasamemsret es s zgranul umok i
j at szdhlayamkj el at vi tamkel yekakormzkparestnak, a tu
mi nt pél daul a sejthal éal el kertul ése, az an

kemoterapi avalsZemkeanisdt™®fRapiaaval
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3.34. A folyadék-folyadék fazisszeparacio vizsgalata

A folfyaldgé&kdék f azisszeparaci é6 vizsgalatara s
al |l rendel kezésre. A sza&amitastechnikai mo d s z
algoritmusok, smzedgmartbhdlga tama yEG a gl obul ari s
és alacsony kompl extd% spir erdéigk coiké aiznofnoorsnié chiad te
vi zsgalt f eeh éfr§ zei shsazjelpaammoasc i bmeag e rAGes ietlénséélreet ik
moédszer al kal madbhh&tted dEcle§grejge stwe széshigkaeddgsa er 0
O0sszetételiiAzohd wii zksmam kéid kb nboz6 vegyil et ek
pél daul a dexgtakol aFv gl li Mtsf garsal t strukt
mi kroszkdédpossoviansgagdmamh okal ak U cseppekként j
|l egel terjedtebb mi kroszkopos Vi zsgal at i mo (
phot obl eachi ng, fluoreszcencia Vvisszanyer eeés
moédszer, a mi ekyyard&mtzaaukmakimas did emlalmé pié@nj ta b k
viégson viveg@laEdqy amadsi k megkdzelités a fazis
kil 6nbodzé ki smol ekul asiAl ylteggypahgahbangat kKét
mol e k ul-rae xa&n d.i, @I ( HEX) .

Az -heg8andi ol -I w6 @y ; henodre kHiDp k émlye tkeét éC t
pri mer alkohol, vizben ol dédédé, sBi ndtberlaen, sz

o
- . H
H" e =
~0-

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

Az alacsony koncentraci O0jiun HEXzrikcesz z2d pear akc
fol yarma“AokHEX képes a gyengehérhiedr-reND bf eh &
kol csébnhat dasok megzavarasar a, ennek gk@dw@t k ez
membr an nél kul i organel | urh®®k At HEaX dkoépeisy ag a
stresszgranulldi®mp kah mktHEXK kleZzedtést minden eset

kell, mivel a vegyiulet tul magasbgomegzmawaarcu :
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a kromatin fazisszeparaci ot. A HEX tovabba h
emel l ett a sejtek élégt keMesdadgeniel tiasl ne ghEX v
| eghat ékonyabb ismert $Yotygde&tifamédszepana

vi zsgal at ar a.

3.4. Az asszembliszomak jellemzése

Az asszembliszdémak a kodézel multban felfedeze
granul umok . Benniik trans-mRE-B &ZddmaN fed-rakrajde |

kompl exek (T.aldablrhamtl @ank nt ki mutathato BEennik
Szerepilk a génexppe Dszi Dz apad ykethEa @ dezkkorm v la e x

kotranszl aci 6s Otehes®dewéstr6dépét |fasgschanak s

adott str®ds'BAY &4 laassszzbeamb | i szo6méak mas citopl a
hasonl 6ad ol glayéttée§ azi sszepar aci 6val joénnek
Saccharomycbhbencétedezséhkhefel, szerepskéma ped.i

alegységek oOsszeszerel 6dés$énmek Ripallyaénat Kpaag
affiamigtyansshoz gylesgexpbagksrerrodosarendszerben t
megfelel 6en kapcAomédhel elgy maeherakci 6 ki al
transzl d&ci 6 megéallitasa és a Aké&spzédsé zfge mdmujm
el | enPaézt baesns z e rmbel m sczsbarki ka ri boszoma kis al eg:
ri bostzarmaal(tmhazadbalk) .

Naszcens polypeptid

alegység mR NS

7. abra — Az asszembliszomak sematikus abrazolasa”’
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Az asszembl i-sz®RMNédle EDTEKAMArohzixd ati edn s granul

megkiul 6nbozteti Oket -tateskd B8 e sbsgmygénmlam & h u moek tkd
organel (2u mo&hlédz at )

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

Jellemz6 Stresszgranulumok P-testek Asszembliszomak
Az LLPS sze
a kialakul gen 'gen '9.en
A bennik t &
| D/ LC rég | gen l gen Il gen

gazdagok

K

szerepet | & indukal 6 stressz ha i ndukal 6¢

Konstituti i\

ialakul a Stresszha sejtvonal & Stresszha

szamuk és

Ci k| ohleeaz enl

i i Il gen Il gen Nem
érzékeny

RNé&akze z e | é

i i Nem Il gen Nem
érzékeny

Ri bosalbeay s

Nem azonos

i i 40S ri boszomal. 40S és 6
jelenl ét _ .
jelenl ét

Ul epit ésiikH

) 18®%00 x g 1®00 x g 16B00 x ¢
sebesség

er e

kil
ebb
kod
ass
rib
St a
I eh

ak o |

f én

Panasenko és munkat ar sai az él esztdn Vo
dményei b6l arra a koaserothemReBESteanwuzloddi
oszOoOmavesztegl éssel torténi k. Ez | ehet 6vé
6g6 naszcens fehérjelancok koélcsdnhatashb
en az esedleDP amotnRNWSmapar(pano) i malkkdsuwmls
onpar ok transzl aci o l assité/ megiikhaszt 6

zembliszoémakban nem témneékhni kdviegt Reatnslzd A c
0szoOmadiz k brefeMS ed arkiabdoasnzagsm n s febhempleddanc
bilizal 6di k, el keri#llvendz Zléts?%a |IEza adistt ashd d m
etlhisZtig@dnitte rgzrcti esr e k neenkzsens b é ehé@émpled aalc)

cskrimdtaks t s a+# a aéss zd za cd l6tsa lo sas ZEIw v @b dlad d é

y derult arr-aein mi n &loigsya naazk RpetnldeN et | en d«
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e

riboszémaviedziNOJlléefweh bp szerepett rtaistz] hei &
mechani zmusbanppki hduéz akl RNSgnagy-obksdl egys
3.5fejezet) vV a-84 §-&c nabz hRa pstezttiolnt r anszfer az E

Osszzeel é%%¢ ben

3.5. Az RNS-polimeraz II és a Ccr4-Not komplex kapcsolata

3.5.1. Az RNS-polimeraz I felépitése, biogenezise és miikodése
ADNS atir-@daasat e RNSris@f & malgg rdera,n e gy m-atsosbabl r o
al egységgedRN$nldiemh&kreaad veégzi. Az RNS Rol Il a
a Pa@almRINIS és kis nedt @pdmi g &NBo | Il 11 -etkRNS é:

7

transzkrvi@gervj a
Az RNGSI i mer &z bmpleegxy, hneetleyr 0kk2 al egységbdl
tal &l unk kettdé nagy, illetve tobb, kisebb mé

77

az RPB2 az aktiv centrum kettd, el l ent ét es ¢
fel épiteeéan Akt hbE&z~6 az, hagyrakdgthg ethie | ré6és z
maggal r eandeellyk elzOn e&kl, e gl & g IRNISI i€ meéid &£ el8l f el é

abmat at | a

Se 11od

=g

oo dimer aof Intermedier Bakterialis Pol Il
g @9 — ” - fqg
Rpb2 és Rpb3
Rpb3 tartalmazé intermedier \®J
Pol Il Mag

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

Az abra bal ol dal-pol i(mér @z kukfel épiat KNS | at hatdé a m
Rpb3 komponensekkel ¢és a -ReBi7if datrkédampsemsekhel pezkbdé
felsd soraban (b)pal ihdemaz etuikpus 6 aemRNSz§désének az 0
(c) a bakpelriirAén &z RNiBzi m fel épil és ée)ordzainn tajze iRNtSa [Pl

szervezO6désének I|¥8pései figyelhetdék meg

Az RNGSI i meircagenéaz ilsegt 6bdgyiméyreent G makr omo |

7

kompl @éxrej 6tt édilegamabondesanerel est végz~o el e
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réeszei a veégs6 komplexnek. Ezek a faktorok
szakaszfabminosi sszerepet tolthetnel Dol i Bee&z
bi ogenezi se, sejten bel Gl megval 6sul 0 trar
di sszocil det opadegradéaci 6ja. Az azonositott f
a HS®PO&@EhMaper onjAzksRegbPdaper on szerepe kul csfc
RN®olimeraz 11 | étrejotteéhez, hi sereoanmal taz
RPB1 alegységhez tort énad Dbteokbootrbzdaéssad v akbel dyt OH
0sszekapcsol 6dasat segiti az O6ssszeszerel 6d6
segcéhdaperon hianya esetén, mind pedig x HSP9!
bi ogenezisénékp afedavaiEgopl azmati kusan felh
destabilizaciANz &4RBB1l verstabilitéadsa kodvet kez:
konnyen degradal 6di k, ami csm&kdkbbedin RPB1 szin

Osszeszerelddési

.C% 0 faktorok
® \

@%@

\12|
(117
(i)
@o° |- =
) (3 R2TP,
Ujonnan szintetizalt & y
RNS Pol |l alegységek O (8, . 2058
&0 :
9

RPAP1 | GrinL1a

{2 Ujrahasznositott
_ alegységek

Osszeszerelddési
faktorok felszabadulédsa?

Citoplazma

Nukleoplazma Osszeszerelddési

faktorok felszabadulasa?

Alegységek Elakadta Pol Il
szétszerelése

lebontasa Altalanos

Transzkripcios
faktorok

Osszeszerelddési/transzport
faktorok felszabaduldsa

NPC K‘" @
@ Ujrahasznositott

oOsszeszerelddési/transzport
faktorok

<?ranszkripci6:

9. abra - Az RNS-polimeraz II biogenezise!3®

Az RNG&I i mrdz |1 biogenezisének modeldlRej il Pl aeRhéeal edy
(i) a kétz ithssezarsezdareal 6a é s i faktorok (fekete) segi
O0sszeszerelt polzilmwerlaapief d mpoolt 6 daidkapd or fehérj éhez, I
segitségével b eg uttr aan sszepotrnmta gébsa ;6 s(sszvefszer el 6dési fakto
bekapcsomhs&kirk favitoraa ;s zabadda v &b tkao kasr sazmeosl znearke |ad dcéi stio pfl a
a Pol 11 elakadasa az RPB1 alegység degradéaci 6j at ere
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A pol i mer az 1 al egységeinek hi anya a

fel hal mozédaséadahoz vezet. Ez a megfigyel és a
allnia a citoplazméaban miel dtt az a sejtmagl
tpkesen O6sszedallitott enzimekre korl datozddi k.

hogy csak a megfeleld6en O6sszeszerel tt3% sAzmidk o6
al egységeken tul mas, a biogenezisben résztyv
akkumul daci®pahoz vezet

Az RINGSI i@ mer &z 1 akti vitteasma hncdzl i e s sdzoenmécni, &
|l egnagyobb alegység meghosszabbitasdk®nt al k
RNS Pol I RPB1 ealmégpgpns ¢egéneapmé@dpen (€FJPY) r ahde
alacsony komplexitéasu reéegi o6, amely kritikus
Az RPB1l @TRgrysgigoja jellegzetes YSTPASRgiami n
ez eret aminosavbdélkbédl| gpatméedé&dsds 2 | st ve a
pozicioOban sz&rzient szerial mminakavak foszfori
hogy @apgolRINer az milyen tr ahAgzI0rsigpeaisons psozzaikcais
defoszfotll a&lrtanPokripci dsan i naktiv. Az 0Ot «
foszforil akrtispamiag iad dirdajnasslzan és el ongaciAj adaba
terminédaci 6 sor &an, i lalne tnvéeszay ¢ @ hRMEer dgc edle a @
az aminosav nem foszforili-abt szAzi etamedseid
foszforilalt. A teersmigqnAaernion3S$focEszzfnocréi a kal mt et e

aminosava&ki 6joaztenkl a maglean etAd lIsdlzlda tné aPma In o

hidroxil csoportjanak koészoétnhetden rendkivil
biztosit a f ost2% oArzi IRANCSI P od z d na rmalC Ki @doénséen j séonr & r
kereszt Ul megval 6sul 6 interakci ok altal pol

géneket tartal mazdé (kO ogmorsz 6 maszakaszokon
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LLPS, LCD-LCD
interakciok

Iniciaci6 RNS Elongacio

10. abra - A CTD- fiiggo fazisszeparacion keresztiill megvaldsulo transzkripcio aktivacio

modellje'3’
A fiszforil al atkl afnAzRNSraRpRATAELZGTID képeenedédt amasleat mag
kondenzatumok aktivator fke hféorsjzéfkohreizl akca pdc sao | udir@ak . e |AI nCd
transzkripcids start hely

Az enzi metkerkmairnbaolxiis doménj ei bekdét 6dnek a
prométerei hez, maj d ezt kovet 6en -faolryeamddez e
fazisszeparaci 6in mennek keresztoul. Az igy |

jonneid4Itét re

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

Dendra2

DAPI

11. 4bra - RPB1 kondenzatumok a sejtmagban'3’
A fehér nyil ak a sejtmagban megfigyel heté RPB1 f o6k
i smétl 6déseket tartal mazod ( 25eR,tfnakgdsz70RY rRABX akcahar k
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3.5.2. A Ccr4-Not komplex szerepe a génkifejezodés folyamataban

A tradicionalis felfogas szerint a transzkr.i
| épéseit, mig a visszafelé hato (upstream f
tart dMtat akd.r , t thbjgywk ezen f ol yamat ok atntakt el es
egymad¥sh™ citoplazmaban zajl o6 transzl aci 6 Kk

f ol yamaptéardaazu FENS Pol | Ic4edNmzi rk,0 nmipll leext \kea pac s | a
|l ehet séges. Eukari 6ta organizmusokban wugyani
folyamat at , a szamblet f unkpl 6k, bpwbAmEen@zako

06ssze eldymassal
Cc4Not az eukari ota él 6l ényekben megtal &
makromol ekul ar ids Kkomtpd £ x¢ s sned'ynt Miev dla,j sprce

fehérjék pontos neve fajonkeadtNorné nitlted i enlt téésre

az 4&altal anos megnevezésekkel hivatkozhatunk.
NOT2, NOT5, CAF40, CCR4, illetve CrF‘'t)Aaz e
heterokompl ex kett d Habz feuunkkacriioontad ki sl eeggfydsbébg b
i smec4a4CAE, i1 1l et6l eg —a@pNottftaidNdalllb 64l egységh

csatl aklaR'iNOT1 w&okgratl a teljes kompgdmeexl toss
szerepe annak i s koszodlnéhteets6i,t kkoagpyclseox gasiilod& @ ynp
(deadeni |l az,ésaabokvmRNBt baigk At vl aAbba képes
MRN-Bekapcsol 6dni €s ezaltal kozremlGkodni an

negativ sz@a*alyozasaban
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.
Not3

o

—_— Not5

o

Caf130 Notd

Not1
Caf40

Caf1
Ccr4d

12. 4bra — A CCR4-NOT deadeniliz komplex felépitése!4*
hérjék az altal anos dne¢ml|lfodjvepescierielped nekegaenvabdbz é

A fe
eltéré6 | ehet a kil onbdz6 organi zmusokban.

A CcNotd kompl ex megtal al haté aliC#Naomtagban

kompl ex el t drad kel lotsred Gazs& smeuj t kKompart ment ekbe

€s rovi d i dén bel Ol kel l al kal mazkodni uk
stresszhatcatdNokh kzZzpeAdA @ sejt i gényei hez igaz
szerepét. A komplex altal el l atott funkci 6

amely a sejtciklus szltdkaszainak megfelel en

A oFNot kompl ex szerepet j At szi k-eka tra
citoplazmati kus*lde*@rza diiRNiSh d &bamp B al ami nt a
pol i (A) struktur dj anak .aeEnnheikdr &6k zadzm & KRiNGe nj a
hozzaf érhetdévé valik a | eboMmidksor-Naw tQkdmex @ x

Not modul j a a citoplazmaban tartozkodi k, k
folyamat at . Ez feltételezhetben egy olyan k¢
val 6sul meg, amely szerkezetét élzs mRIASI k24| |
Ami kor a riboszoma, a transzl @ni dmoelgarsdacil &
az mMRNS 5’ vége a komplex Not fel 6flal iodndearl @Gr

motivuman KkereseésillhzaazmRN8anszI|l al 6 riboszor

hel yezi ak Ap NOX& nnssasf ehér jel anc kodzel ébe ker 0l

el 6. Ezt Ggy éri el ,zcbogypati pepnhngdcaonchdat
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egyéb interakci 0s partnereket t od gr oaz , h esleygei
onformaci 6 fieltweéfpkicé t0s sk kaezl avaAzo ekl aopncgsaocli 66
oram transzl alt mRNDS z5'f éwr@hgaetkofvmek D@ A io&slatn DD
ecapping eBanek skawmarkhezvée&dpeni s képes kapcs
€g kot bddési hel yénetl &t CkaiRzly eitll | eentdviesd a@@d Redb & n

nzi mekkel . Mi utan a represszalni kivant, n

~ 0o < o un x

er ue gqemwi shévtzz,g e | todsvsozl ei ht smsgaceltt avr@deNoet &k oGnp | e X

-

anyiltgas dfveanérj eszineérisahokhkzasprmeblki 6 a

transzl|l aci %°at*®egy i dében

A oNot sejtmagi € § uncki eippgprméaszarealt | K8 s z e k ap
miGdkoddnek. Eukari 6takban az mRNS végi strukt(
mind a transzl|l 4&ci 6 hatékonysagara is hat, i

egymassal szorosan ka¥Pc@of ol §amtatwkkan azAl .

3’ iréadnyultsagu mRNS |l embnaédszmach@wivemms Al e
reszt vesz a transzI|l aci 6 al att megval 6sul 0
transzkriptek | ebont dséara, amelyeknél a ribo
kivil vagy amelyek muttdn NeInT QR |l kdad emt thdradaq z
i smertetett asszembliszoémak jellemZB fehérjé
3.5.3. A Ccr4-NOT komplex szerepe az RNS-polimeraz Il biogenezisében

Cc4Not »,Chaperonpl atiokmkéjpa” n éle ksieljtt Zetké t raa d fe

mikodeéd%emekzompl ex képes hozzajarul ni a sejt
kompl exek Osszeszerel ddéséhez ¢€s interakci o
sofr@®n A komplex A&l tabobi mbathryaontshz Ikaocaizé SRNSSs s z e

i. Az RNS Pol léEnp&kay nRIk8day s € ¢ zi séhez wugyani s
NOT5 szifRsAbkez, hogy az RPB1 az RPB2 al eg)
formaljon, mind a HSP90 <c<haperomj gnjehédn p &R & ¢

nél kil ¢'2henert IRRIMARp&mooONn toborozza az RPB1 &
daj kaf emeélryy ébj zt osi tj a annak mengfgeléeli 6 atzel t
aggregé&iddt bflelj ez Atz) RZNhRp&momonnak ehhez az

szintetizal 6 riboszémakonjlkéleinhvjatlédlfl enemi e,
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M

13. abra - Az RPB1 Kotranszlacids dsszeszerelédésének modellje!*?

Az RfpbHérje transzkri pjcalégmnl &toa anz ek g e f ave &RIVIER] & e g
kapcsol 6dadséahoz (abra bal oldala). A R2TP |j-hedz ndniit ébe
igy felveheti a megfelel & konformaci &jlat 4és 5k é pée s 7k ap

Az RPB1 rendki vl hajl amos az aggregéaci or
aggregatumok keletkeznekegtbehompdippamdmbranl. e KAz
kival o fierhdirk &tj cerk'é@.h t Ug yeakn enht biadel to d@agdza NOOKTIG6 lal ac s o

koncentr deij 6 pshzmizmtddmnaz RPB1 f &1°hal mozdéddasah

Ennek koétvetkeztében, ha azt kivanjuk vizs
kapacitdssal uzemel, az RPB1 ésegeh @mgyef ed ged rée ¢
kiindulasi alap | ehet.

Az asszembliszoémadk tovabbi funkci éj danak v

RPB1 agger gacliiomiBtN&lktP e bné taé ht r a n 9 sk rcispacki 6al a c s
szinten, milkybda ksejt a fehérjeszintéekeshekelmdary
hogy fel Aaszear@bl ionz d makd ama lstt arbakleeltztdaé thd8 N H e n
stresszelt sejtek alter nfaegh évr jlet ohho nkedopsgzst édlkz S ks

csordogél 6 transzkripci 6 mellett is.
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4. Célkitiizés

Jel enl egi itumdiovkd mypgsan a tumoros folyamat ok
kialakul é6 betegmagektkeeehpbéarel hbekhialreziszt

sejten bel@lriul hpaneg thppaet ak 6 z U nagy Szerepe Vv

szabalyozasnak, -fmiliydadadeée«k ffalzy ssds&ke par aci 6nak
nél kil 6zhetetlen a transzkripciohoz, igy fu
hogy a geénkitfeern sezkirdiéppc iptoss z2zabal yozasi el eme
ero6 dstatasvKr a. Ez potencialis tul él ési me c h ¢

ilyen eset-eklké&moai tbNSvagy transzkripci ot C €

bi zonyul nak hat ékony tumorell enes kezel ésn
t r a npsczi Kor si aktivitasra ut alr,an stzolvéachibdds ads $ z¢
mechani zmusanak i smeret ében a sejt altal an

all apotanak i ndi k aetzoerna kféenté biggeed cir d jed metzaleh at.

aNOTL fehérje elvondédi k az RBBhebtssme&bar 6k 8 d {
mi nt -ak SvGagy az asseleyndbk i s 2dmhb ket biztosith
kemoterapi daval szemben.

Ezért munkank soran célul tdztuk ki, hogy
€s a tumorsejtek ter apdtavfad nnsazld ndb eins s zeelfliliegngé
val ami nt annak feltdaraséat-e bagy e peftalryfapd égka d
fazisszeparaci 6nak, kol oéndsen az asszemblisz

Kérdeéseink megval as z ol-rAdisradh@okz v ael nal ndi tnut mo rMC
eml 6t umor emr etdeert ie mste(j neékgedkzZid igalba@dtzdk a tmmunhi s z
i mmuncitokémiai fest ések, fluoreszcens mi kr
moédszerek segitségeéevel

Az al abbi kérdésekre kerestiuk a valaszt:

1)Az RPB1 fehérje aggregéacioja és & HSP9

0sszefliuggést a kemoterapia hateékonyséagava
- Az RPB1 és a HePO9@redpgambasagkgineesnet el {
esetekhez tartozdkaircvazsim@b M8&ZT o emi 6ps
mi nt 4kon.

2)Az RABlhaggeepéat etad &kpe mas ke@mt ea @t t v al

el 6rejel zésére?
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3)Az
ki a

ass

4)Mi |

Az RPB1 aggregmael o6szmaaudtazaamer et |l en
ki menetelefisiechekhez t aretnkzBd cii m@arérbvadNd ST
bi opszi d&s mmtnd&lkadkn étmdjedz et t ktiometnéendell i
kategoérizal daséata.teExvtezkitertdamtjadzk s £ e
altalunk keészitett besorol ast az esete
eml 6tumorok Kkezel ésére s zélreeszkiGsrziteenn ca
| akul asdban-e szaer gt ydj@didks zHatzi sszepart
zembl i szdédmak?

FIl uoreszcens mi kroszlkdpiva tzslg@ihto g & g éavze
MCF7 sejtekben ajseslzembv d srzadkna k .

MCF 7 tumorsejtterkwdzkigm&laetpi rubi ci nne
asszembl i sz o6 nrbekxaan diedkaollladdbon kKiinedjnd k o mbi r
€s megveizrmigasej tek tol él ését .

yen géntermékek mutatnak transzl aci 0s

Epirubicinnel-tulmezealef t kMCREDOUr akbodl és
asszembliszomakat eréwszepdahilszoma&dmt r i f u
segitségével, majd az igy készitett mi

modszered&kkeill kis.ig a |

36



5. Anyagok és médszerek

Etikai engedély:
A huméan mint dk gyljtése, kezel ése és felh
€s a Szegedi Tudomanyegyetem Etikai Bizottsa

a kiadas i doéopontj a8BRSZaERR.rWv.nHee.z O Grsv e : Arb
Szovetmintak:

Kisérleteink sor an neoadjuvans kemot er ¢
formal dehi ddel f i, x &letz,e | péasrioabfiwiengbedkz azgayi at z ohtats z n ¢
f eKi.sér |l et ei nkbtenalaa @RIl NWRé s @,0 i d@meanioy & gNYRr) é s ata s
a nyirokcsomdé attétek ( NRYP! rae gnreeosasdzjiudvjéannsa kt em
regresszi 6 mértéke alapjan 3 csoportot (tel]
besorol asnal az eredeti koédrszovettani Al el et b

mi ntdakhoz tartozloF egedlekk jtedrl teanza 2 z aa.z

Nincs regresszio Parcialis regresszio Teljes regresszid

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

Bal ol dal : nem regresszéaléod esethez tartzé szoévet mi |
sz6évetminta; Jobb ol dal: teljesen regresszal 6 eset hez:
a citoplazma és &4a hsadjot. KAO mditrtdin &l Ih@ermrywlzkedd6, ngy széar

A mintak kozott amewitzad cad |hieast ndekio trvicosl mdalke tt v &€ n
regresszi 0s bedar alzbnnbosmt haékbsag. el ker ol ése
azonosito széadmuk szerint noévekvd sorba rende
6ket. Az azonositdészéadm a minmhaveégelkssali osndiji
utal. A kisérletek soran felhasznaltzlmi nt ak:
Figgehekal mazza.

Szovetmintak immunfestése:
A mintakhatparaffin el tavol ixidlsalnla&n c&dt a

szobahétmér £k | &ktbevret 6en a szovetek nedvesség
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al kohol s or(bla0 Oh% |egtegareail& ; 925 % eertca;n 6720 % eertca,n 05 0 %
et amnolpermagjd desztill &d&l't vizben o6blitett ik &

A formal dehides fixal as €s a paratfifi nba
keresztkot ések felol dadsa ¢és az antigének S
citrat@of fmdCdiey; 0,5 v/ v% Twheeelny2e0z;t tUpkH =360, Op e r
nedves kamr abdms 2fxdét ppB)RMastbeln dket . A sej
permeabiliz&al aséar a, il letve azl aRRPBREXf4Wus |
ol dgtlotv/ v% Tween20; 3 v/ Vv% Tben oaoarxedrdot@g n k4 am/
mi nt akjrda, nentdav e s kamr aban, szobahdédmérseéekl et er
i nkubiadldedtsel t év el eltéadvolitottuk a blokkol o
bl ok&lod &tighiatnotht el s6dl3ge¢ R)b,élamajhd ne(gglocé | Erzaa)k «
kereszbidlnkda baCi 6.t végeztiunk

Az inkubéaci ot koévetdbden eltavolitottuk a m
pers<iagbah6 méPrBsBéeknl emoesnt u k, magrd &leé indtleeltzBKB & n
a mi nt &Kkrhbal onkéarbttiaktigpeatnotht masod!| @gosa)ell hzmthny
fényt 6l v énewr es,é R4 Bxdrlmsarh 64t inkubaltuk 6ket. E 2
mi nt akr ol a masodl agos-behl enmzopapédmer nafkldp e e
PBSdlorténd oblités utan DAPI t ar(tParlomio nFd u®orlo
Anti fadeTlRemme nfEi s hfeerd tSicki eantmifntcdk at .

Az i mmunfestett mi nt ak vi zsgal at ar a Ol
mi kroszkopot hasznal tunk. A képek feldol go:
Mi nt ank é nt8 ofsesl zveésteenl t4 el emezt ink. PV elltvét el €

Statisztikai elemzés:

El emz é st végezt idnéa uspiz misnmearket besaorfoelnas i
ki szampPi ais demedmények statszikai szignifikar
hozzajuk rendel het 6 Mattih’ews korrel dci 6s koe
Sejtkultirak immunfestése:

A kisérl et eskejstovrodnna IMGCH 79 péar A tsadhjRCekedt RP
(Bi oser a) médi umban -otsarBBR t Euf@@ihonea)mi t2 1Ml
(ST Ama ) & sztrept @m0 ipnenneilciélsl i nnel (Bi owe s
A sejteket standard Kkor3id @mé mykeukb ak Goashte@® tS5a t ¢
95%ms paratartalom mellett. Az i mmunfestéshez
l emezekben szaporitottuk felks AtkemézekKivieguh
helyezt dnk, mi el 6takbhaspi.hlezadmeperngy-656 xay liika
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1Psejtett tMRNadseiftezélm JAMkBgvémy éthamgy24nk a s

etapadjanak a fEeddlkemez dlke nf ell ildevtodri.t ot t uk a
mL PBS ol datt al mostuk O&6ket, hogy &Izt avol |
tan a sejt ekfeitx afdonrunkdoh(d @ h 0 d chad eerh i @l dPvBaS) , 10
zobahdédmeérseéekl eten,Ilmdolfdaxtl dtshbasmmalt@umklkentA
Il tavol it éas a autoamsozsotrumkPBE dallad-5t pat cé&n kereszt
er me atil loikk&@ll & o l-BISaA)o t m rPtBISNTRXB § TBKSI An t4&4& rod d(at o
1 v/ v% Tween20; 3 v/ v% -Oent oAdmia®t &alkda tm/ en®a
bl okkol 6 ol datban ol d&t tt aenll sazdalt e g el sn keulblad nt aurky
16 Or an 4k &rne s zMi inLtOdlnkléchat ot hasznaltunk. Az ¢
el tavoldtristtaskma@mt uk 1 mL -PBSendt dmA kmnaid retdazk aitl
ezut d&n bl okkol 6 ol datban DI datbhtl amas$s §dli aakasdh a
kamr aban, lL4@4qn fleenryd K4t vléldyleo. | dMaitnotta nhkaésnztn a |
madsodl agos el |l enaay mg ndetdstzaing d luikt als amLu 58S ol c
percen ker PAPt Uk arVéapih FI méalrwmmdaPimto L magntGioh
Anti fadeTlRermamgenfEi sher Scientific) fedtik a m

T ®© uO <C Bk

Az i mmunfestett mi nt ak vi zsgal at ar a Ol
mi kroszkdépot haszné&dltunk. A képek feldol goza

3. tablazat - Ellenanyagok

El s6dl eges el l enagyagok

Ell enanyag tipusa|Gyartoé, katal 6Higitasi ar éan
AntRNAP(hyGl) Abcam, ab26721/1:200

AndRINAPI | CTOdeEB) SanQrau z4 7 sCcl 1: 200

AntHSP90 (egér) SanQGrau z1, 3 1sic9 1: 200

AnNOT@ vy | Ther mo Fi6s2h0e2r4,|1: 100

Masodl agos ell enanyagok

Goat -Morutsie Al(exa o6l Abcam, abl1l50111: 1000

Goat -RAartbii t Alzeéddad )|]Abcam, abl1l50071:1000

sszes RNAPII CTD foszfrilacids &all apot felismerésér e
csak ab Sfzeeszfnoril alt RNAPI I CTD felismerésére al kal ma
MTT Asssay

A kisérl et eskejstovrodanna IMGF 7h as z n aA tsuenjkt dkedt (RB
(Biosera) médiumban otsarBB& t Euf@@inone)mi t2 1Ml
(Si Ama ) 0cPs ztrept oM CBpnenreilciélsl i nnel (Bi owest
A sejteket standard koyr iB@ény enkk ulb Gozsd p@Ea h a 15 1%0c
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95%s paratartalom mellett. Az MTToOovaesszdaytdarka
A sejteket 100 sejt/lyuk sldrilségben transzf g
majd 12 oO6ran keresztal i nkubaltuk Od6ket, hog
l ecseréltikKoOAa papdirdatso@ameloyy daartal mazta a
anyagot, vagy nem tarta)l makokezelgg¢yfthe za nlyagon
koncentraci 6i k:

HEXO, 1; 0, 5; 1, 0; 1, 5; 2,0 m/v%

Epirnub,z;i 1, 0; 5, 0; 1@ /OmL 20, 0; 30, 0; 460,

Kombi nal 20 kgé/znell éesp:i rubicin + 0,1; O0,5; 1, (

A kezel és i doébtartama minden esetben 24 oOr
|l ecselr®d tWwk friss tapoldatra, mely 50 pL tap
sejteket tovabbi 2 o6ran kereszt ol i nkEwhal t uk
kbvet 6en eltavolitottuk a tatpopdpeébdbt &dat wrek tred
spektrofotométer segitségéveld mmgmértiak a mi
Lizatum preparalas és poliszOma-/asszembliszOma-dusitas RNS, rRNS és fehérje
vizsgalathoz:

A kisérl et eskejstovrodnna IMGQF 7h as z n aA tsuenjkt gkedt (RB
(Bi oser a) médi umban -otsarBBR t Euf@@ihgone)mi t2 1Ml
(SiAma ) 0c®HB sztrept Omi@Dipnenneilciélsl i nnel (Bi owes:
A sejteket standard kor3iACmény ek ulb @otsd p@6x n a 5 %C
95%ms paratartalom mellett. A kezel ések el 6ttt
transzferaé¢ifukmil Ald®sdeken. 10 mL Advoj tdak dta
ezukédn8 O6ran ked &8s ktlidhtoagppakduhba s sanak a Pet ri
i nduljon az osztodas.amdzai RbuoubéoedoidEzdteg ét @
kovet ae sejteket 24 O6r an ker esztane | ykeetz efl it iU
tapol datban olllosteymnlekifmelnd pasr kt tamptoilod at ot mér t

A kezel ési i dé | etelte utan a sejteket S
al jaraol maj d a s ej teest Ftad rctoanl ntaszoov edklbdeant 03t0 050
centrifpgad¢iCoh, Shoglepitsik a sejteket. A t
sejteket-bdnsmmesPzBpSendal tuk, majd megi smételt U]
1, 5-emlpeEpdor f csovekben. Ezt kovet 6en el tavol
pedig folyékony nitrogén segitseéegeével l ef agy

Ri boszomadk €é€s a graan MEENd ke kRigzx/adilpéd @aal dilko z
lveggyobngy seglitisZgepefl f e2®Cnpu feltartuk/ 1 iz
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granul umok pelletal dasédahoz a kotemKERKCdsszet
(p®; 20 MWK CNMgCIl®I ge;pal mM DTT,; pgroktRed&zhien hi b
a gyartdé Rildiad;a sRasdbmd aloth iON& 2061 Az I1BOFAszt ens
granul umok Ul epitéséhez Aavalli,zi2s5 umM ev & g kka recgeé
al kal.mamvat akat -4 pézati gulk. °C

A frakclioh & épe xegy gyCa smilkepdertssiefl ug at
1000 x g x®elbiezs&dtétygmet) megti sztitottuk az UUveg
percig 18000 x g fordul atsa@ammhbgyemégstzabat
sejttormel ékt ol , sejt matgae Otl e k tddzl 6 hégsg AR @G @Il ta | 1
1004t rétegeztltbWkhsf ecluk®D0O0 iopizdémpflef@ed szukr 6z,
esekiémgédmMt EPTVAI ). AzezEeDTA rbibretna ki f edDedtl G sz 6t
kiegésziMhAeat Jk2EDMM végkoncentr aci dban. Az
mi nt dakat 4 Or &dean ,at-6 N5VCukP DI ar pgor val l MX 12
Mi croUltracentrifuge (Thermo Fisher Scientif
Ul epi t ést kovet 6en a pell eteket | F z2isspuf f
f eheirgegal at hoz.

Ujgenericios szekvenalas:

Ujgeneraci 6s szekwenjdleks rd dwrosmr 6anapMCF et el
koncentr aci 6j at €s integritasat kapill ari s
6000 Nano Kit alkal mazéasaval az Agilent 210
kovetve. Az -sizrekedadjatlyav®RiMNS ak at (k ét bi ol 6dgi &
kezel ési feltételnél) a TruSeq RNA Sample Pr
a gyarté utasitasait kokényet &rAakt iksand d mott
el l enérzését és a fragment ek ghéovseslz aaz aAzg iA geinl
Bi oanalyzer eszkdozon -kvage1ihikikia tetgpydeeskivteentat!

denatur @l tuk. Veégiul megszekvenéal tuk 1 1l-l umina
500 és a Mi Sed5BReddentumKna) vBasznal at aval,
gener al asaval, 3 technikai repli katummal

A FASTQ szekvencia féajlokat a Generat eFAS

Il 'l umi na-eBas AZpaacdeapt ereket és az alacsony m

segitségével tavolitottHokmoelsapmepgsg nai d egé ne
(GrCh38) illesztettiuak a HI SAT2 algoritmus se
R programban hat aroztuk me ¢ (Bioconductor

transzkripci 6s annotaci 6 hasznal at aval
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Szekvenalt adatok elemzése:
A Uni Prot adat bazisbodl tol tottunk l e min

rendezetl enségére vonatkoz6é6 adatok megszerz

Abban az eset ben, ahoeplel hemekh &ler 8ztr maz 6ED
|l eocdvalsat azonositani, mest é@r0sledge homontks ms&Zmar
a tEDTA |l eolvasasi aranyokat a teljes genomr
kapcsolt mRNS esetében

Proteomikai vizsgalatok:

A mi nttarkaapt 0oSs z|l opon emésztettiuk a kévetkez
ammoéni umbi kar bonéat ( TEAB) pufferrel egészit
szul fhidridelketterMMTaSt i zal t uk. SaENBy fré l& s t K ¢
csaptuk ki a f-ehaépj éket ophai belagcs&nltop fmagsad €
ut &n a fehérjéket ammoéni umbi kar bohh™ton(5R2BC) p
0ran ameéestAtz miLEMA/KkMS analizi snek vetettiook al
(Ther mo) t omegspektrométeren, HCD fragment a
Di scoverperrogirvamMmadl) dol goztuk fel, majd a Pro
kerestiuk | e el 6bb a teljes Swize&Weozi 220s2elt. | 0eb
szennyez6 fehérjék felderitése végett, majd
Swi ssProt | ekeresés al aspzjedknv.etkalhdal pty odt ze tshnaysei zt 6
engedél pe ptpimmkpont osséagot h a sOB6mal tpuonnkt oa s p g e k
ioncsapdaban mért fragmens -Cpbphkeasédbbsamddo
Me t oxi daci 0; a cteetri nhienzuest ;t-t epreepht@uds e NGN n gy Gr
pirogl uBlafroignandddasi paraméterek: fehérje, pepti
Az azonosan kezel't mi ntakban az egyes fehér
0sszes peptidre) nor mal i zal't pept imhg da meolkkb 6
képeztik a kezel t/ kteezsezlteettl eins avw é&aqezt, U nikl,l el o
bekdvetkezd valtozas menh ykirseeé rtleeti epkhehth u2s nbaiza |
mi ntdan végeztik el, a bemutatott elemzést a
eredmények szdéradsa alacsony volt (< 5%).
Génontologiai elemzés

Az azonositott tal al atokat génontol 6gi ai
Pant her 19.0 verzi Ohtit posr:o/g/rp@ganmotth etvasbzsmélpbtt u kt
fehérjecsoporgzdrPirmtt ed 1o d amti d /i) tand It ywekk h eazz orkeat

vol t hozzarendel het 6 i smert funkci 6 A progt

4 2


https://pantherdb.org/
https://pantherdb.org/

kisérl etek-ptr l2uzbmaol mdigntaan veégeztiuk el , a be

eredményeinek &atl agéan végeztiuk el. Az eredmé
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6. Eredmények
6.1. Az emlétumor-biopsziamintak fluoreszcens mikroszkopias vizsgalata

6.1.1. Az RPB1 aggregacios és a HSP90 eloszlasi mintazatanak vizsgalata ismert

fenotipusi mintakon

A kutat as sor an, v alkeamecn mNy8ima eepéebani vi ndaag
rendel kez 6, neoadjuvans kemoter édopsavami iktealed
Vi zsgdl vimkgalt eslefiekggledl ettmzdeal mgezafi kus

i nvazi vrciennblntak a( | nvcas onva f b mea sstp ENcSi[la,l ktoyrpaeb b i
nevezéktan szerint invaziv duktAalciogpekzdiriac,i nad n
diagndézis felallit asanelsye gintfdéarehisddedpts @ayded tt ad
€s VvVizsgalhatok rajta kil dEREEGApt adchokt egy mi
jell emz6éinek figyelembevétel ével meghatar oz
kemoterapia. Az ilyen teréapia akkor hokal maa
el 6r ehal alkdiotter jsdjgdsaly g(rAapi a cél ja a daganat r
azaz méretének csodkkent éseA midrtetgemdaldod ntreyia
eredménye az al ailbd a&brsaz)er i nt al akul hat

T a terédpia nem hatasos €é€s a tumor mérete |
soran (ni nxmsaz emgegm)sisegroedi al o6

T a terapia hatasara a tumor mérete csodokken
tidni k el teljesazagpeati dhnsreggedsativood

T egyes esetekledr exs ethatpd ddithaZkgzesesbkzj dsen r e

Az al kal mazott terapia minden esetben eg

gyoégys.Aer aldeott t bet egnaélr ehnadsezlnkad zt é streer agpliladé i r
kermelgal | apitasra. A kokt él tartal mazhat t ax
antitestet (pl. trastuzumab) vagy traszkri,
Mi né |l tobb informaci o all rendel kezésr e, anr
kezel ést kival asztani, ami pozitivan bef ol
|l étfontossagu informaci é | ehet, Rkaitdaniel hogty
rendel kezésre aall 6 szerek milyen val o6szinisé

eset ében.

A kutatasunkasowarsghbtsomér meg,relyogysarcos
fenotipusdua esetekhepszti ami emz-é& k baapno e d uidtuarki
tul aj doaned ggekkatd,sszef lggést mutatnak a kezel e
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RPB1 fehérje ée€s annak biogenezisében fontos

el oszI|l asé&dt vizsgaltuk. Eal zm éal | ekt alil nnka zhodtttt enr eéobaedn
gerincet jell emz6en olyan szerek adjak, me |
epirubicin), €s ezen szeraaklkyed k skepdeak az okr

hi anyat el l ensudtlyomtzme k . el Az n KIPBdakel engedhet
folyamat ahoz, ez a fehér|j¥e>. 8PAanb&RKRPBhaijnlagmd
agggaci é] aehet 6ent rmemgwvAK rntiopoitds aktivitasra
kovetkeztetni, hogy @af osleyjatmakt é peegsy av aggéyn ktiofbebj e
segited§ygeéwnanietgiv aktitroaznostzthr mprc i lbdr abban megszin
ek satbilizadal 6ddsa €és transzl &d&ci 6ban torteén
fehérjeképzotEgpkbdnhiyeriad it @aalseshzeetmb | i sz dmaknak
képesek a stresszWidasdkda,n,s perl adpaitl DNSs z06 g
Tovabhbi magyar azat | ehet a citoplazmati kus

taltermel 6di k és ennek kremt&llzt ébadelalggz €9g:1

faktorokbol , amelyek az RPB1 helyeslItyéernszer
faktorok pél dadul & oHSKDMp [ERn2eTkR Itédeskiian tCestgdn b airk
a HSP9O chaperonfehérije el oszl| dasat i s, me

térszerkezet éi®@k ki al akitasaban
Az RPBla H®&P®0)fteem belfllluio rneisnztcdeznast d&tmmun h

el jardst kovetd konfokalis mikroszkopi ds vi z
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A regrmeesmzmwttat 6 mant RRBkfsemédpeeazatra | el
volt, hogy lpawgtyménmédletfiokuwszok voltak megfigye
feldl szamos esetben ITpmdumletr@dkt epBbakmaebbusmeé
(15 4dbra sejtmagokban meméi pgbkl b6 awmi h tadpa ast
f 6kusmnoyki i améenglud 4.Bhmaa fl uerlesmmdemszitasa nem
el es kontrasztot a ciwaopgloddbdméhroezgrwisszo i tfve
mintak ésetaPbbadpbd adkEraarra utal, hogy az RPB
olyan mérteékben a sejtmagban, mint a méasi k Kk

A HSBSetf£adE&mos awmnd tf dnehsh 2 giymabbpaderh.z A HSPI
estében sejtmagi festlbd@dbrmengyws! te smmda gfkihgye lt
jell emMzésébbddzalt mazza.

10 ym

15. abra — A nem regresszalo mintak, RPB1 és HSP90 fehérjemintazatanak
reprezentativ mikroszkopos felvétele
A-DAPI fest éssel & k 6 kB PniBalg of ke hl éartj e el S& & BAsai ros nyi l
nagy méret a sarga nyilak a kis méa eddSP%x0 tfopharzimat ¢ k
(Al ex-pa6 40 hadrom kul 6nbo6z6 festés egymassrkadl@aent i t et t
ngysaghdu



A parcialis regressziot mut at o mMkEkmmak es
aAtmér 6) cit opflakumzti kfuisgfRePIBaAlBg g s kemetgekben 1
meret G f o6lubwawlbtiaiks capl azmadbant magokban megf i
RPBrle jellem¥6Amregarastzi 6t nem meept dmmmi né 4
citopl azmat i ksuzse mneegi Olka tkhdazlidototrelpsyéeg t ed Imti me g f
fluoreszcens (L&l gibmekeznzartrass 4btaal ,( hogy a pal
esetekhez tartobtohbntirna mkadkarni pncagdys akti vitas
regresszal 6 mintakban.

A HSP90 esetében egyenl édeci tedoplsaz @alsarn,0ol b
minta esetében | &t hatodok vol tlR&P &é@ € éskelj tcmatgoip |
fest6dés nem viod ta kreag¥f g ygeyse | ehseettbe kkhez tdart oz o

t abltéazatal mazz a.

16. abra - A parcilisan regresszalé mintak, RPB1 és HSP90 fehérjemintazatanak
reprezentativ mikroszkopos felvétele
A-DAPI festéssel @kéaleBrRPBagbdkheEAa(A Al acexbakssdz8l saarga nyil al
méretd citfopk magamak atkuanutl P9 Ak elCEA| e x-apb oalha har om
kil 6nbo6z6 festés egymasra vetllfuemagkedpged a képek sark
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A teljes r eegreedseskzbaetnpamait akios regresszi oho
am kéesefjimiy(t<mér éi t opl az-makukms RPBWNEI Metrtal)n k
Egyes esetekben nadyiabneotindtkalet d $ dkuplzakxmalsan
megfigyel hetdevogletl | am2’® ABIlrretgdzeasts zi 6t nem mt
viszonyitva sejtmagi €s citoplazmati kus r égi
fluoreszcens Ji&laghmamhzéerans amiamt 8§k eset ében
aktivitasra enged kovetkeztetni

A HSP90 esetében egyenl édeci tedoplsaz @alsarn,0ol b
minta esetében | dathatodok voltak kisebb citopl

fest6dés nem vld tdbmreag)f.igyel het § (

10 ym

17. abra - A teljesen regresszalé mintak, RPB1 és HSP9( fehérjemintazatanak
reprezentativ mikroszkopos felvétele
A-DAPI festéssel @ké&lkeBPBagbkhEta(lacexbakids®d msaarga nyil al
méretd citoplazmati kwuas HIKW0s zfokla@ A jneuxtambt 4,0 a $CaAr o m
kil 6nbo6z6 festés egymasra vekdlQamagkepged a képek sark
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Kor aibsbme rngkt apj an i nhomelgeszmagi WRW&BLunk, a
mikodése sor@ammi m@lniak doménj éins néetdil edrmli@ésw G nh e p
foszforil d&cimég &adtk bapaot. BAD kdiesjztorhkagvacskakban
jell emzéen n¥eh Aenhegyvarbmio sejt magi denz f
fokozottabb mikatdiemeanr HdA tdedubodomo.d eanto t tvpau satz 6 s ¢
RPBell oszI| asm@é g dlelka phibtglga taj ugkeelhiémgreaza nukl eusz
esetben jelen volt, viszont annak sejtmagon
meg szabaRAysaetdadabtédgk készitett felvétel eken
mi nt dazat, n@an d pgsé|6tdma g v,aiclslkeatkvkeal gdBpoab o k al
Megal | api t hpatrjcu ka,llillsotgwe at el j es regresszi 60s ¢
sejtimalganménht a citofpll s&ma & ink dsnaznkdkl roen Bles é g é b
kovetkeztethetink.

A regresszi 6t nem mutatoé mintdk ese-tén ki
fokuszok a citoplazmaban, azonban padaneir&®l isz
regresszi ot mut atlé mminn taank nféeld ezs wmé&n f 4.1 nagy
tabl Azattpl az maftdikkuussz oRPBklapcsan megfigyeltdn
amely a tumorvialkélgadakésadrermpoekben |jelentdség
hogy nagyobb méretd RPB1 <citoplazmati kus ac¢
val 6szinldséggel fordulnak el d olyan betegek
Azonban a ragbassziséel dfrmr dul nak hasonl 6, u
méretl fodkuszokparAcitéeglnjeesss,z iidlsl emivneodk ved ¢t én
ciptloazmnsati @&kuszok mér et e és mennyi sége i s .
neoadjuvans kezel ésr en aggayvoublbd sgy ankeont i tsaamagsad t at
mér et la RPBelgat umokna@® 8vd@btr af kuszokat
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18. abra — A harom regresszios fenotipus RPB1 mintazatanak osszehasonlitas

A-Nincs regRerssizdloi;s Brelgjreesssrzad@d; €@ piros nyilak a nag

a

-~ T x =

—+

3 ®© O o

kis méretid citoplazmati kus fokskdifgmbagmetgtij ak; a

Annak meger 6sitésére, hogy az-fédkwuaslzokk ae
inmt a k evzaeglyé s a z i mmunhi seztedkmE@miyeeii , e ltjo&rddsb i
gezanehlk ek set &0 dedllelgeaasghoats z n &1 t un k-t e mmi n &lsiak
mébdthlepd mipd 6 doki ci 6j aban tal alhatdé szerin a
mer i f-el -4g7e7/cORBB1 Az RP B 1ls om(&pb dap s pstncédt kl | Sudséas e |
| 6nb6z6 pozicidiban tal al hraotzéz as zneergi, n-ehko gfyo s:
l i meraz milyen szakasAzabdan dv &n pd atd heamdmlr i
szdiodmji tad anszl aci 6 iniciacidéjaban ¢ésA el ong
rmi naci 6 sor an ialkltdrtétmer nma Vievalo sRRNEer pezi ébbahé
ami ndsoasvz fird& mAlzal tt apaszt al t uekd, o shofgor-ialzaldtt ¢
| i mer az clsakdi zadmadgbkanesf gareqtrielsisedlBwwa ar r a

ged kovetkeztetni, hogy sem a mintakezel és

sterségms$ i & usfoopkludkdz a k a k ul & s 4Thoovza bvbeédz gatd mog a't
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feltételezésiunket, hogy az altalunk
még részt nneor evkeutltad kRPaBllk ot j a k .
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19. abra — SzerinS foszforilalt RPB1 CTD lokalizacidja a biopsziamintakban
A, B—,I\O Cs regr-ebPasrzciiég | iDs, Er,eFgr eBARI 6f e Gt, s de |
kB,

7

n
-BzESfiorszf or i | a(l Al eRxPaBbls GCC)ypa- , kKIét f est és
épek sarkadbb@magyhsad pu sk &l a

megfi gy

Aa Ds &) t ma
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A HSP90 chapeirwooapl d4rmettikens al slegltibzac ibdett
szerepe, valamint a korabbi kt*°alidsiokbadl HSR®
citoplazmati kus jakliesrélré ted t2i0h bplera)taanl A@mk es et
tobbségébemngyanfoeshzél soptat e | a sejtplazmaban. A
csupan pgoygiedrnemél ezétimand mmi at at td ki &bimér a e
Teljes bizonyosséaggal nem all apithatdé meg eg
€és a HSP90 fest ddkesz Kkagdnltdaniza RPBRI90 f eh
el 6fordul nakggregadbumaaé&t 6 Gdndé citoplazmati ku
i s megfigyel het6 volt ,aghgorgeyg adtutmojkenla&n rt eikn 6 me

relative alacsony a HSP90 jeled AAdbDhBanantpz c

10 ym

20. abra - A harom regresszios fenotipus HSP90 mintazatanak osszehasonlitas
A-Nincs regrPeagsaidd;i sBaTeedrjess zriedg;r eGszi 6; shalkogmek sar
nagysagau
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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
1572 di ffuz tobb nagy fq¢ ninc| apro fokus
. . i néhany na
1536 di ffuz nagyobb f6é ninc i
fokusz,
. nagyobb f
2119 l okal i z tobb nagy f(¢ ninc ) i
di ffuz
_ féként ki se nagyobb f
1992 di ffuz ninc
il letve néha di ffuz
Parcialis regresszié
inkdbb a di ffuz hatt ninc
1749 di ffuz
l okal iz f Okusz
1235 di ffuz tobb nagyohb ni nc di ffuz
inkabb a di ffuz hatt ni nc di ffuaz,
1 213
l okal iz f Okuszok
i nkdbb a ninc di ffuz
1887 ) di ffaz
l okal iz
inkabb a minimdiffagz hat
1930 ) apré f okus
l okali z atf e fokusz
Teljes regresszio
inkabb a ninc di ffuz,
1312 ) val tozatos n
l okal iz
inkabb a di ffaz hatt ni nc di ffuaz,
1345
l okal iz f Okusz
inkdbb a ninc|di ffagz hat
1542 ) kevés apro
l okal iz méretd f
inkabb a ] di ffaz hat
8053 ) kevés apréd ni nc
l okali z méretd f
Az egyes mint &kh azF Utgagretl oézkéb efne [tvaél tael | heakt dak .

53



6.1.2. Ismeretlen regresszios fenotipusi mintak vizsgalata

A6. Telezetben bemutatott eredmények al apj an

predi ktiv marker | ehet a neoadj uvéanfseheéerrjagi ¢
el oszl| asabanmeglny an gnyienttaiznakt ot , mely 0O6sszef U1
ki melnévwel , i gynca atko wad&leRi€aBKleka vi zsgaltuk.

Ki sérl eteink soran 13 andlyyaek mé ndtaédb en zeslg@d
i smertidk a regresszidés fenotipust. Az i smer
protokol |l al kal mazasaval i mmunfestett 0k, ma |
mi nt azat at a korabbiakhoz hasonl éan jell eme:

ad apj dn besoroltuk 6ket a feltételezett regr e

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

Mi nt a*g Citoplazmatikus RPB1-mintazat Sejtmagi RPB1-mintazat Prediktalt fenotipus

1 erés jel, tobb erés magi je|Parcialis
fokusz
erés jel, néhanyleré6s magi |je|Teljes reg

4 gyenge j el néllgyenge mag i Parci ali s
szadmos kis fokus|fokusz

5 gyenge, néhéadny nlgyenge mag i Teljes reg

fokusz

6 gyenge jel, kevélerb6s magi je|Nincs regr

7 gyenge j el nétgyenge ma g i Nincs regr
szadmos kis fokus|fokusz

14 gyenge j el néllgyenge mag i Teljes reg
szadmos kis fokus/fodkusz

16 gyenge j el néllerds magi |je|Parcialis
szadmos kis fobokus

17 gyenge jel, szamerd6és magi je|Teljes reg

21 erds jel, szamosler6s magi je|Nincs regr

22 erds jel, szamoslerd6s magi je|Parcialis

23 gyenge jel, néhaerdés magi je|Nincs regr

24 gyenge jel, szanmer6s magi je|Nincs regr

*amint aszaammi nt avénej étsoj el 61 i egy nagyobb mi ntasor oz

0sszefiliggésben a regresszi 6s fenotipussal
Az egyes mint akh zF Utgagretl oézkéb efne |tvaél téel | heakt Gak .
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Végaul
besorol &sunk pB3nvozxsgagat.
fenotipuigldd nkategampéan a

6. t &bl

azat

0sszevetett ik a

f el
edk smmket al

bennok

t ét el

6. tablazat — A prediktalt és valos regresszios fenotipusok dsszehasonlitasa

ezett

megfigyel het 6

és a
b6

77

kids ivla |

Mintaszam Prediktalt fenotipus Valés fenotipus Besorolas helyessége
1 Parci alis re|{Nincs regres|Téves

2 Teljes regrejTel jes regrejiHel yes

4 Parci alis re|Parci alis re{Helyes

5 Teljes regre{Tel jes regre{Hel yes

6 Nincs regres|Nincs regres|Helyes

7 Nincs regres|{Nincs regres|Helyes

14 Teljes regre{Tel jes regre{Hel yes

16 Parcialis re|Parci alis re{Helyes

17 Teljes regre{Parcialis re|Téves

21 Nincs regres|Nincs regres|Helyes

22 Parci d4lis re|Parci dlis re{Helyes

23 Nincs regres|Parcialis re|({Téves

24 Nincs regres| Nincs regres|Helyes

Az egyes mint akh azF ltgagretl oézkéb efne Itvaél tael | heakt o6ak

Az O6sszesitent tabbadromBeamietkataott matri

7. tablazat — Fenotipus besorolasi matrix

Valés fenotipus

Teljes regresszio Parcialis regresszié Nincs regresszio
Teljes regresszio6
2 3 0 0
K= (n=3)
E
Parcialis regresszié
bl s 1 3 1
= (n=5)
= Ni —
= incs regresszié
£ 8 0 1 4
= (n=5)
Az el 6ipojnelos&s&sfig a regresszi ot
regredial 6 mintdk esetében 76% a
besorol as pont-bes aghéc i WCkSoebghi it sscé geénvse?l
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Matt tkkeowg el daci 6s koefficiens besorol asi model
1) és a random tal algatéas (MCC értéke 0) koz
l.e Ennek értel mében csak fals(mekyeh eIMEE f a
felrAz MCC a regresszi 6t nem8mutté&@hlldédamspratrak ad
regredi al 6 nm 9t dla)bd aetadblejne den regreld8Rabo mi

Q0 t a)blvawlatt

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 eredménRRBEK1 bgiztompylid4 ra&kt iakus aggr e

perdi ktiv markerként valdé al kal mazaséanak val
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6.2. Asszembliszomak vizsgalata MCF7 emlétumorsejtvonalban

Az eddigiekben bemutatott eredményeink arra

szerepe | ehet az eml 6tumorok kemoterapi aval
el mél et tovabbi vi zsgal at aho zameoll yybaenn nkotdzev € trl
tudjuk vizsgal ni a kemoter api aban al k-al mazo

folyadék f azi sszebzakrastéadde D e by tafzil §V6SéEatrvio.n al a 't
val aszamelty ukgy emlidejutmodna&lr edet

6.2.1. Asszembliszomak jelenlétének Kkimutatasa fluoreszcens mikroszkopias

vizsgalatokkal

El s6 ko6orben azt a kérdésasseemiiki $z2dmédhojge| &
sejteEbereaek a kaémaelgs adlechonzolfdAsuoreszcens i mmu
megkodzel itést alkal maztunk. Az asszemb-liszdom
ne'khz el osz| 4BAAti mmzsphaseasdmr héotghyatad NNOT1 | e
a citoplloakzantlbi kzaa | © zadgpmmoos f 6 kusz figyel hetd meg
asszembliszéunakl .j el enl ét ér

30 pm

21. abra — Az MCF7 sejtekben megfigyelheté citoplazmatikus NOT1-fokuszok
A—a NOT1 feclér(jAl exd4d88) a sejtmagak NOdRkdloOkuUBaABK) Ila
sarkabasank 8l§amhagysagu

Ezen citoplazmati kus fokuszoker0osli ¢ m| éa zet
feltételezésinket, hogy a fazisszeparal 6d6o

transzkriptomszintd vizsgalat adra érdemes, mi

j el enségével
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6.3. A fazisszeparaciéo kemoterapia-rezisztenciaban betoltott szerepének vizsgalata

A neodajuvans kemoteradpia jellemzden egy koc
hat &smechani zmusud gy o0 Bzyesnz egryrbded y skzeezree ki ke gay ebdeit
tumorr ol rendel kezésre all o el*é6zeéetgseni nhdoma
j el l emz e o pas zd dpnreevdii zkst gi gvietima(dkdB:.r &led ez et )

A kezel és gerincét sok anczdtylekeakkebp&Shniveg

DN® e, dalemalgakadal yozni a transzkripciot €s @
pél daul aszanmaaék&kjnmint a dadxorewhbiraibn cé s
doxor ukeipdinrer &, a vegyuletek kozti kil 6nbseég

t al 44 hé&anjaddoozm k a phci sdorl ooxdidt ic s odp da@paa br a

.
-
5
Ve,
.

CHO O OH CHO O OH
CH, CH,
HO
NH, HO NH,
Epirubicin Doxorubicin

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

Az epirubicin egy széles anélrperaek abkhimma
preferalt az eml tumorok esetében, a doxoru
tul ajdonsédagarfakAkiD&gigmtalgétdeaj a a topoi zomer a
val amint szabadgyoKi’k keletkezését idézi el 6

Kisérleteink sor an az epirubi-tohyala&tkék
fazi écziebpgalrke het séges oOsszefiggéseit vizsgal tu
assbzlei szhéam&lkk édgl met bi ztosithatnak aodlyyaenk k ern
a DNS azon kerestztelloza atkranszkripci o
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6.3.1. 1,6-hexandiol kezelés hatasanak vizsgalata az epirubicin hatékonysagara

A fazisszeparaci é6 jelenségének egyi k | eghat
gadtl 4&sa olyan anagmadgl kalmeglbmaz § f&v al makr omol
gyenge, masodl| agoés d3k &3l.eds)d.n kit asrolkett e i@lrk s or é
i smertetett v ehgedmdi lod tt et ( HE&X? hl&al-imalzy aakeé k a
fdzisszepar adci 6 gatl asar a.

El s6 | épésben egy olyan HEX danemgmmgtabaani 6t
nem toxi kus a sejtekre, de el ég magasAl ehet
megfelel &6 koncentraci 0-t mad &lall anmizetasdchraeazh MT T
szakirodal omban korabban %ézeépgy &oedménmpekb
tartoméanyt Vizsgaltunk. A teszteldt HEX konc
vol Aakezel és i détthetdméhayédn&ralapj édn 1, 0% HE:
ki mut at hat 0 v-8é& |éoledatskté pag2s3sMegoBerbkeins ér | et hez t ar

mér éskéadaz odbra készitéséhd8fFuiubhages ktéallbdd rhnaotr ma

0 0,1 0,5 1,0 1,5 2,0

’ ’ ’ ’ ’

140

120

100

80

60

ELETKEPESSEG [%]

40

2

o

o

HEX KONCENTRACIO [m/v%]

23. abra — Kiilonbozé HEX koncentraciok hatasa az MCF7-sejtek életképességére
A hibasavupbst repr ezepmarah y rakasbnse4 meginyled giad ia p

Ez az er edménmy |kbsrsbzbbbaia gnekpkrerhiezela koncentr
HelLa sejtekben sem vol't toxi kus, am a bio
ki mut at!ftaté vol't
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Kovetkezd6 | épkskégtzetnt HEXsér |l et ekhez hasc
koncentraci o6t k e dmed tyt Oomenmpalalbami tnaenmu nkk oz | el
él etképesseéeqglérel |l &ntHBEX en azonban az volt é
koncentraci 6 mar ©o6énmagaban is kimutathatoé ha
ahhoz, hogy deda ekéabhhbht okl egykatek soran al
kezel édekyeess hat asa. Ebbsayatmd ksap gnaen uink MT e
koncentraci é6 kivalaszt dséadhoz. Ki sér pge/tnmeli n k s
epirubirtimadkiohlicet amzsggytkokzervat anelkertcen
a szakirodal mi ismeretBkkatalp¢sini ddt apti a ma t 2

A kisérletek ermwpdményei aalnceghn@amdi@d,n akni n
egyértel mien ki metsadtkhkatneé& sdaett dMddpris seebgben az
89% \VAazl te.nnél magasabb koncentraci 6kna4 a tu
abya kisérl ethez tartozd nyers mér ési adat ok
adt @F lageltéakbdm at

140

120

100

8

6

4

| i
0 0,2 1 5 10 20 30 40 50

EPIRUBICIN KONCENTRACIO [pg/mL ]

ELETKEPESSEG [%]
o o o o

o

24, abra - Kiilonb6z6 epirubicin koncentraciok hatasa az MCF7-sejtek életképességére
A hibasatpbphbst reprezent al j Akaemz4d meinyled giadiap

A tovabhbi kiséqg/ relise lelpe 7z uibbgyiam X®@ncentr aci
ennél magasabb kenwoemdt it &c,adhladghyemdesnmfgteudj u k

szenzitivitassal kimutatni atkeét vegyulet ko
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A kombinéalt kezel ésuyggonLarepinruderci @s &telzeh é
HEX koncentraci 6t pedigo®,bartlo@danybdn viteg
volt aheecgnewmkljzuskg tniHHyX nkoncentr aci 6ban mut atl
hat as a kezel ések kozott . Ekéntcemt,rthEne 0 b a h «
feltételezéslink ersfzedrliénpté easz=é BB e tal aiff @lbay at dl & Kk
f Az ipsrs&ged tol asa all hat. A koadbsapslégeyettelvé ¢ sga
a sejtek életképességet.

Eredményeink alapj) ot @/ kels akelpamuli vidhasi

el 6z6ekben o6nall 6 hadsasKBX kaemc enitrréod cli,60 eny/yvi
egyértelmi sziakrgbBhadkemat dsati ditdt A( Kammar Rt o«
tartozdé nyers mér ési adat oknoé maladzoa# )y a Kk é:

Figgeltéakbald nh at

120

100
80
60
40
) N ==
0

0% + 20 pg/mL 0,5% + 20 pg/mL  1,0% + 20 pg/mL  1,5% + 20 pg/mL  2,0% + 20 pg/mL
HEX [m/v%] + EPIRUBICIN [ug/mL] KONCENTRACIO

ELETKEPESSEG [%]

25. abra — Epirubicin és HEX kombinalt kezelés hatasa a sejtek életképességére
Ahi bassdrvokéaptezent al j &k n =i aetr eldingingiei pat ap

A kombinalt BbezdlUdL]| €5i ar anyaa emmrgedmé ny
kéovetkeztetni, hogy a HEX felerésiti az epir
koncentramel gbammagaban nem toxi kus, am a

befolyasol asara al kal mas.
Az eredményeink alapjan feltételezhetj Uk,
a f o -fyoal dyéakd é k fazisszeparaci o j el ensége h ¢

hat é konbnsnéedkdrfaéd.nyében tovabb erdédsoédott el mél
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jelenl éte szelekcio6s el 6ntyst g z2zdrenk eénree s at U lu ma

és replikéaciot célzo kemoter dpi as kezel ésekk

6.3.2. Az asszembliszomakban felhalmozdodo6 géntermékekben, epirubicin kezelés

hatasara bekovetkez6 valtozasok vizsgalata

A korabbiakban bemutatott eredményeink arra

szereppel birhatnak a tumorsejtek kemoter api
Fel mer 01l a kérdés, hogy mi | y esnejgéenktbeernménkeegkt ad
asgmizlei szomakban, il 1l etve mi |l yen valtozasok
tartal maban epirubicin kezel és soran. Ezen Kk
transzkriptomi kai médszerek al kal mazéasa mell

A fehérjé&kk észiRNIS t an Vi zsgal at a a l egnm

megal |l apimabpnen, géoggr mékek tal almhatEdhekmegka

hogy ieddiegeteink ezekr 6l az Ujonnan felfede
Tudj uk, hogy benniik a t ramse hacifdebhaénr j e k a |
tal &1 hat 6k, a NOT1l fehérje az egyest| EeEMTAeddi

rezi szt €8n5a&kks z e mbil 2 slz@dIméas ar a kutatodcsoportunk
ame | y |l eheimdwné egszdsszembl i szdmakz otmakztéd &
assziembmak egy (ttY eAsz el §giatr&sshadt @ rRihsdnd EmaE s e k

al kal maszzoaimm agkacli on a4°8s ovri zalgapwmli ki vant sejte
centrifugal as segitségével megtisztitjuk a |
(sejt mag, mb. t) o kéosn dar inuang,y osbtb mér et (0 f @ Zisd9zep:

Ezt kovetniesdsegy u&® 6z oszlop segitisedmakbt el
€és/ vagy poliszomakat a kul éd6na,l liél Iretbwes zHmab d
ekt 6Ezt 163000 g sebességld ultr aceantargiyfologal a
kompl exek @Oa&ls zemthidk)z képesek athatol ni a sz
képezeeak rafugacsd6 aljan, meg§g é&skrsbmekékal a:
el akadnak a szukroz oszlop felso6 rétegében.
al kal mas a modszer, amenmnys$ baduamakfaell BzhaspsbD
ugyanis megkadategaségkbeskomai kotés ki®wlakita
ennek hat d4séara a 80S riboszdédmak al egységei kr
oszIlopon. Az asszembliszdmak s Btz&@nd¥4%8kelill ggretné
kordl mények kozt is képesek kidlni 26 @adémtar)i.f
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Kisérleti elrendezés

<+— Szabad RNS-ek
<— Szétkapcsolt riboszomak

. — . : . \ /
o [ ® ‘ <4— Asszembliszomak a pelletben
| Rl .y
\ —’ e | |
., é foo \ >
9]

\ dH,0 \ —
G ‘ '4 «— Szabad RNS-ek

Tisztité centrifugalas Ultracentrifugalas |
10 perc, 18000 x g, 4°C 4 6ra, 163000 x g, 4°C \ /
'\,"g',’/’ <— Asszembliszomak és poliszomak
=4 a pelletben

26. abra — Az asszembliszomak proteomikai és transzkriptomikai vizsgalatanak sémaja

A kideéerkl estor-derj MEKGOIpaslzodmak a w mIkiss zadsnsazkeant i
csak asszembliszomakatt2 garnLa lenpa zr du bfirca knc ikéekzaetl
kezel és nél kiumi ntAadkebdh@ly | 4 k e, ameeil iy 2 kK e-M& HHIRG C

modszerrel vizsgasldeemld! dB2e Agf amléeiglepRNB bt t f ¢

RN&k mennyilégeélt, ill etve konroll meihs &k t
konthoal t 6rt éndé nor mal i ze.l a&Ar rua awo lhtausnokn | K it voa& r
epi rubicinkezel és hat daséar a, milyen valtozasok
all apotaban. Ezért Osszelkageniftemtetryglék mmodywy ea

t al al hat dskz 6medgk aat bpéosk zadésnsazkeant t art al maRdl fr akc
megnevezeéessel hi vat kozom ezekeeztel @s mmina Ak a

asskWemzdmakat tartalmazdé frakci 6kban (innent

a mi ntAd kvatz)s.gal at soran ket bi ol 6gi ai par hu
vegeztuk el. A parhuzamosok kozti szo6ras al a
tt eszt segitségével vizsgéaltuk, c¢saknyaeksezti gni
el emztiuk. Az azonositott fehérjék és RNS ko

| egal abb kétszeresére ndovekedefAt touaghpbfakbanr
epirubicin kezel't mint akat Epi ,r bbb 0 Kiedietl @s=a
hi vat kozom.
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Az asszembliszoémdkban az adot't gén ter mé

formaj aban, | évén, hogy ezek a granul umok tr
i gya | e akarjuk szlGkiteni, hogy mel yek azok
asszembliszomak szabéadlyozasa al att &lkl nréak, |

fehérjék kozds hal mazat.

El s6ként megvi zsgaltuk, -ekhdgy f giadeyljek&k k a z o
mennyi sége megndé az epirubicin kezelés hat &a:
asszembliszomakon, -Kemd rPoollzy RRNSA nEpi>1P&dd3y4 31
544 fabénpéitottunk.

Az azonositott ta2l9471 agtéonkt ekbdhzt 6 se zheanl agnéanze k |
RNS, mind fehérje szinten jelen voltak a Pc
epirubicin khkzehBsn hsittastatr ak 6z 6s tal al at ok
al l api t,thaotgly meg epirubicin kezel és jelent6s
aktiviTi aesalhgan fehérjeos andll ywak ajzeolneorsli &toe t men
frakci 6ban. Mi v el eAkathmirmkcad as$ sdemblpios 2 G

nem jelent hed$s akgi g atl el jheosg yb-eakzt éist tf echegylék RN

transzl &1 6d6 poliszomakon weagjyelazn. asAzzoenmhalni,
poliszoémadak mennyi sége a sejtben feltételezhe
mennyi s égaernqgs iatzontétk eddaktod transzl aci d6ban | évé
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Az epirubicin kegelné £r mak & tiaf BokRalBdbius| t
trans@@e®)pt i lcliettovsez K%t dluinkci 6val27r edrnbékeal ke z t
met abol i kus f ohaygaynoabtamskz agntd iz 6 o It i Hdedg heerzz iknaepke svod |
j el eos z(f omguti & 2gd i-B-Oas-z & amearlapehnao,lgalzi cer3al dehi
fosde &t drrpigetndaadtazhBKbMkjtmédz zla fzogpflodstz f oogl i cer
Kkinfaaz lazonositot-¢et geemkt kudzihk 5esor ol ni a .

kategodéri ak egyi kébe sgeam,f ie&kzekent. nem abrazolt

70 [l DNS metabolizmus (n=2)
[ RNS metabolizmus(n=15)
Il Kalcium kétés (n=9)
Sejt adhézié (n=1)
Chaperon (n=20)
¥ citoszkeleton (n=25)

65

60

55

50

45 M védelem/immun funkcio (n=2)
X 40 Gén specifikus transzkripcié szabalyozas (n=3)
% = Membran transzport (n=15)
(U] [ Metabolizmus (n=63)

30
B Fehérje médositas (n=24)
25
B Fehérje-kotés, aktiv szabalyozas (n=22)

o

w

2
1
pt

B Szkaffold, adaptaciés (n=10)
Transzfer (n=2)
M Transzlacié (n=14)
I I B Transzmembran receptor (n=3)
oL O . [l Transzporter (n=27)

Fehérje osztaly

°

w

27. abra — Epirubicin kezelés hatasara a Poly frakcioban novekvo mennyiségit RNS- és
fehérjetermékek kozos halmazanak génontologiai elemzésének grafikus abrazolasa

A fehérjeosztalyok defihitpédi/ Epfachliebhewnd AR ed Bkare mpomo

jelenitettik meg azokat a géneket, amel yeket nem tud

fehérjeosztalyba is besorol asra kerdal het, igy a megj

gének szamval
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A Poly frakci 6ban azoBBRiIBt tRN&E@ e nit eehréenréjk
azonosjaneltyekhkmennyi sége | ecsOkkent fahéagpier u
hal mazok kozottilGéotlftedés eks tskzkaenmaé st mut at o
e

gnagyobb aranyban az RNS metabolizmussal

ranszl aciocevaef (d86 7 heiB] dldrwelt adblo!l j &lusn f O
0z 6tagyloebghasa amu k talmeiontoisdav ésankabesetéhenmn ka
nzi mek vol t akuk] €losizd omeitli dazh, e mtorzanszf,er 4z

N

kv-md @xagoe naz aAzonositott -genelkemkdadtul2k bes

o »w o x

dat bazisban el érheté kategodéri ak egyi kébe se

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)
13 [ citoszkeleton (n=6)
12 B Gén specifikus traszkripcié szabalyozas (n=1)
1n Sejtkozi jelatvitel (n=1)
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)
. . . . B Transzport (n=8)

Fehérje osztaly

Gének

o H N W & W @& w ® W

28. abra - Epirubicin kezelés hatasara a Poly frakcioban csokkené mennyiségii RNS- és
fehérjetermékek kozos halmazanak génontologiai elemzésének grafikus abrazolasa

A fehérjeosztalyok defihfcpdi/ EpfathlebesnoéAhred ke hpemo
jelenitettik meg azokat a géneket, amelyeket nem tud
fehérjeosztalyba is besorol dsra kerdl het, igy a megj ¢

gének szamval
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A Poly frakci ot kovetdében megvizsgaltuk, h
detektal hat 6k epirubicinkeBdl7@s-tRINES6SRA sfaemer | /
azonosianelkt y @k k memeng/n s\vsedlgesdeeptitr ubi ci nkezel és h

és fehérje tal alh¥%okt koAo&klbat@adkmagédnont ol 6gi
ki mutatt a, hogy ez ake |loyl eyka ns zgeérneepke tleergm énkkea b, b
(24, 7%) van. Nagyj abol azonos aranyban t a
citoszkeletdalis el emeket (9, 7%), fehérje mo

transzpor t9e rp{2eOh &rhjrémi¢a tab(@O | | kus f mlgyaombasazkd nk 6 z
a glikolizishez kapcsol do-men Aizmelko haddf-G&akl!l | lked
foszkZédmer aa, sfzrf-mkstkdtadz A). Az azenhoséemotudyéd

77 7

besorol ni az adatbéazisban el énkeet 6abkatrzetgo6uwui

grafi konon.

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 defihitpédi/ Epfachlehend AR ed  Skare mpedmo
jelenitettik meg azokat a géneket, amel yeket nem tud
fehérjeosztalyba is besorol dsra kerdl het, igy a megj ¢
gének szamval
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Az EDTA fRaBASli yroNeSN 887 £Béhéarzjonoamet gekunk
mennyi sége | ecsdkkent az efpemé@bjiei nhalk&lzaet ¢ls
3oAr.azonositott fehémett&kbaolziezmpeb & kkugsd 1, 6%
folyamdi2dkday) €és a tran3@| aberdpanndRilt d) g
lit nem tudtunk besorol ni az adatbéazisban e
dabradzoltuk a grafikonon.

[ RNS metabolizmus (n=6)

B Chaperon (n=1)

B Kalcium koétés (n=1)
Metabolizmus (n=4)

41 Fehérje modositas (n=2)

Gének

I Transzlacio (n=4)
B Transzport (n=1)

Fehérje osztaly

30. abra - Epirubicin kezelés hatasara az EDTA frakcioban csokkené mennyiségii RNS-
és fehérjetermékek kozos halmazanak génontologiai elemzésének grafikus abrazolasa

A fehérjeosztalyok defihfcpdi/ EpfathlebesnoéAhred ke hpemo
jelenitettik meg azokat a géneket, amelyeket nem tudt

6 8


https://pantherdb.org/

Kévet kezéb | épésként azt Vi zsgalanaelky enke g,
termékeinek eloszIl dsa &atrendezd6ddést mut at a
kezel és 1i6&tl yrE@S a.azonoamelotegkunmennyi sége c¢cso
frakci 6ban és ezzel parhikEzamo®MS8aIntbdlt lka&d &IDIT
szerepe f 6rkeetnab calzi zZRMNUSSNledm b 11 k1 %) (f1o8l, y5a9m a t éosk b
transzl aci 60balh dRrlmiBt% b ovloil kK u § f calgyleniwaiamm Kk  k 0 z
ani kot iamdeawmi chuk-hiedt p§ADH) anyacserhez kapcsol
j el en (viakséquifemérje 5, ubiquion 1 beAtza 1,
azonositott -egténred&m ktouwditt undkd besor ol ni az ada

egyi kébe sem, ezeket nem &dbradzoltuk a grafik

[ DNS metabolizmus (n=3)

2 [ RNS metabolizmus (n=12)

2 B Kalcium kétés (n=1)

Chaperon (n=5)

Kromatin-kotés/szabalyozas (n=4)

17 [ citoszkeleton (n=5)

- [ Gén specifikus traszkripcio szabalyozas (n=4)

Membran transzport (n=4)

Gének

Metabolizmus (n=20)
| Fehérje médositas (n=11)
B Fenérje kétés/aktiv szabalyozas (n=5)
. Szkaffold/adaptacio (n=3)

9

8

7

6

s M Transzfer (n=1)

4

2 Transzlacié (n=23)
j I I M Transzport (n=7)
ol | ]

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 defihitpédi/ Epfachliebhesnd AR ed Bkare mpomo
jelenitettik meg azokat a géneket, amel yeket nem tud
fehérjeosztalyba is besorol dsra kerdl het, igy a megj ¢
gének szamval.
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Tovabba 15 olyan génanef méketmi ado RdNSSi,t onit!
n

szinte mutattak csokkenést a Pol3y2 farBazkac)i.o b a
azonositottt ognéeme k ukddzuinlk Zbesorol ni az adatbaz
sem, ezeket nem abrazoltuk a grafikonon.

[ DNS metabolizmus (n=1)

I RNS metabolizmus (n=2)
B Kromatin-kotés/szabalyozas (n=1)
Citoszkeleton (n=1)
Membran transzport (n=2)
= [ Metabolizmus (n=2)
c
"8 B Fehérje kotés/aktiv szabalyozas (n=1)
1
Szkaffold/adaptacio (n=1)
Transzlacio (n=1)
[ Transzport (n=1)
0 w— - Ll - - - L_ - = & —
Fehérje osztaly
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 defihfcpdi/ Epfadhlebesno @AZed BHka e hpe o
jelenitettik meg azokat a géneket, amelyeket nem tudt
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Az el 6bbi vel ell entétes i ranyu valtozast
EDTA frakci 6ban csdokkendé6 mennyi sté galz ognéonstietrontét
Ezen -eRkNSszerepe fo6ként az egyéb fehénpék mo
mérhhemkvoltak j el en membr antranszporthban
akti dié&lasszasban (10, 6 %) €s egyéb transzpor:
géndRBR &bra). Olyan gént eramelkye&klk t msnzeidm tRedrgnrdo s i
fehérjeszinten mut aAtdkzembsiat ¢ edtl gndin ktakdtoui
besorol ni az adatbazisban el érheté kategodri

grafi konon.

I RNS metabolizmus (n=2)
M Sejt adhézié (n=1)
M Sejt junkeié (n=1)

Kromatin-kotés/szabalyozas (n=3)

13
12
11

10 -
Citoszkeleton (n=4)

B Gén specifikus traszkripcié szabalyozas (n=2)
B Membran transzport (n=5)

Metabolizmus (n=3)

Gének

Fehérje moédositas (n=12)

Fehérje kotés/aktiv szabalyozas (n=5)
B Szkaffold/adaptacio (n=2)
[l Transzfer (n=1)

K B Transzmembran receptor (n=1)
1 I l l I I l l Transzport (n=5)
0 4

Fehérje osztaly

33. abra - Epirubicin kezelés hatasara a Poly frakcioban novekvo és az EDTA
frakcioban csokkené mennyiségii RNS-termékek génontologiai elemzésének grafikus

abrazolasa
A fehérjeosztalyok defihitpédi/ Epfachliebhesnd AR ed Bkare mpomo
jelenitettik meg azokat a géneket, amel yeket nem tud
fehérjeosztalyba is besorol asra kerdidl het, igy a megj
gének szamval.
A kil édnbod6z6 frakci kban feldasul 6, vagy
060sszehasonlitasa soran azt all apithatjuk me;q

sejtekben megndovekszik a sejt metabolyesnusba
géntermékek 27r Ewzaledcip@jrdruzamosan azok kodzot
amel yek transzl aci 6] a3 Ré&l&sed kakbeonl iaz nkueszbea né sé sh att
szerepet jatszo 28hébjé). aEbpnasiaoutahk KHogy
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sejt azon géntermékek el yakImet abdtl i hed y a
veédésében és a stresszt kivalto anyag po
nt osak.

Az EDTA frakci o6k géntermék vizsgalata sor
zimek itt is kimagasl 6 aranyban vol2%k | el
ra) .gl isskkend i msizer epet j atszéo enzi meket k6do
' i szo6makon. Ezzel par huzamosan a NADH any

Jsul tak azé&agtszz eambnhe gsfziogny el és egybevag azza

ergiatermel ésébe szerepet | atszeéanfedlydqrejkeko
ntos | épései val 6sul hatnak —mégf @zt oassssdzgeUmb
| él ése szempontjabdél. Az EDTA frakchioizban ¢
sonl 6 el o43z0l 4k r s @ taaztotnabka n | el e 3,@ sminntkias e
sul &4s mutato géntermékeké (315).

Azon géntaeelneekk kmennyi ségi Vvaltozasa el té
EDTAkc,mukbaan ak melgodw §mdn kroaz,i k az asszen
szetkegierl ebiaci n kezel és sor an.

A Poly frakéeébarzzeboblpldemuzamosan az EDT
nter mékek kozott mi nd a sejt met abol i z mi
tabolizmusban szerepet jatszoOo g6émek3tlear fhék

tAan) azon gént eameé ke ké RKfGenhaér j ef or maban i s a:

en anlaakc shoilky nfyuhkci onalitasukban nem vol't
yértelmid felldI2raédpragenMalvVebéadga @sszembl i sz
nter mékéek® teZr alrasadamuaal, hogy a sejt a kemo

bosgféermadrij ék atsz Ikd@gyiédhkapecsol 6dé6 kompl exek
| él éséhez sziukséges fehérjék aktiv transzl
A Poly frakcioéban dusul é6 é&s akeiz®dblahkpednroh u:
nNnyi ségld géntermékek kozott f-eiapnelryeek em@&ant

hérjék mdédositadsaért 3Behblr &3, pdet siZanloest t

hér-i akédlht &t ot i's azone&fielottéttuenlke.z hez &k na XK i R
szembl i szoémakbol prsetkd k Of yan rgéezbeamébbhet
oihasg,ame&l R&NKes fehérjeszinten egyarant il yer
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7. Diszkusszio

A sejteket er é kal é6nf él e stresszhat asok k
evol val odott. Ezek képepbpfpetksestz]j khagy éabkahupy
folyamatosan valtozdé koérnyezethez €és az ebb
tul él ésiuket. Azonban ezek a folyamatok a sze
tumoros f ol yamayeskOovejttkeekztlébenr elgl a1l atl an 0:¢
szaporoddé sejttomegben mikodbébesekeaszubibasgnp
ami jelentdlésakinivasbkt apé@sdgthat ékondyblkrzel é
tumor sejtek természet Ukbadl fakaddan me gn o\
képességekkel e leynmlked kkielzénrelkd, z t @ mi k Oket a S
sej tlf%eietzéall t al t amadasi pontot i-5 békopsatvam
a fehérjeszintézis, mi nd az oszt éddas gat ol
mechani zmusok v a gfymrégg cedamenkn yekkékp e s e k el l ensul
t r ans zgkéartilpécsi &t |, esaiaokgaeh el axinldu € r dned ek a

l egszél esebb korben hasznal atd'sak kadbzelumat o
felfedezett 'Ebszemphiskbmthak a terapi s ¢

rezisztenci ahoz.

Kutatasunk soran arra a kér dés-f el ykaedeéekst
fazisszeparaci 6nak, és az igy kialakul 6 assz
betegségek kemoterapi aval szembeni reziszten

Kut at asunmnkgvsaslgpiagymubkz eml 6t umorok kezel é
al kal mazott neoadjuvans kemot er ®&piadrsae|ja dedktbte
kezel és el 6ttt t magszigpppehdi@dd Mmusa gerincéeét ad

aggregaci 0) aBlamélmetr it ik ékiel ndul 6pontja az vol

nem képes el l &atni funkci 6 at , ami arra utal
késdbbhbi | épésének segitséegeével el léesred | yaonziz
egyuttal cstok&enti taa®DNSkri pci 6t cél z~6 ter arg

Feltételezéslink PBagmirretg dl odabla neaz vRIl et | en,
t r ans zbklroikpkcjidaayky éap esse jkompenzal ni, hogy kor dabba
eket szabadintt nfldeklo dad raskstzakmddAr O3z dNedhlkérgle el vo
azPR O6sszeszé edsddiénskéatbébh a stresszgranul umokoc

forduf Kbdet kezzRPBEé xpeampl azmati kus @dgregac
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rtal mid RNS granulubegkedékkbawdg)yd Gad ss—zudmald | i
okban a tumorsejtekben, amelyek tul él éséhe
pés.

Vi zsgal atainkhobi epnd Ditaarmiont akome -fvei hzésrgjael t
gregaci 6j at ,clvemapamieh&ér pe H®PADazatot. A HSI
rszerkezetének kialakitéasahoz nél kul dzhete
oszl asa o6sszefugg!R®tt®®’a RPB1 aggregci 6j aval
Eredményei nk akgppepdsemtdadeaemoznd ak ban nagy
amban fordultak -bdKusizaggky anéc et dp IR&PzBma b an ,
gredi a1 6 és a tejesen regredial 6 esetekhez
gyméretd f 6kuszokl ehmgrgjréekdtdo datatr t eRIPBalz n a k .
gfigyelt Uk, hogy a parci alisan és teljeser
| &1 hat 6 a sejtmagban eagrceistsozp |6atz mMmaehno zrnkukt éapt eds
vaal , hogy ez ek ntéri apsaikor efs mk erkengétleabbz i 6t nel
ehteezk k € fAe gte g roerdoika | edl ntédmet tnk <zeamisrt déwe geo @
terjedtebhbabalayezdacsald REBflemé&rijles oagagike qqac i
esd geénkifejezbdeési A2z sasgzadmblyiozzdaGgma kfbuannk ¢
dett ek a boml dst 61 , €s , ol iesgzydoneank k & z aablad |
nkifejez6é6dést ztheREBR#hkér | @ heatgigwréegaci 6 a ma
szembliszomak jelenl étére utal, dmdléygletf ¢
nt daj kameheéer jae nplsatcfedds HERBBB pér ésétmbint aza
tatott il yen egyértel mi kil 6 rEzrse&kgeal agpg a
gal l apitott«wkotpotagfgdarrs RPkKB1mérete és sejtn

zefidgghet a kemoterapiara adott valasszal

(7]

Megvizsgal tuk, RPBgyggaegntgdinghk e] €1 eenlaét e ¢

moterapia hatékonyséadganak el 6rejel zésére.

ntakon végeztink i mmunfesteéeasti,nt@aptdulezake
soroltuk a |l ehetséges fenotipusokba. A t e
notpirpwstkt al t unk, a regresszi ot nem mutat o

%,t lpa sreeng r eedsieatledk et -opse dviagl 6& &% nlsédgeni nak on
rabbi diagndézis mellett a megfelel 6 terap
éréséhez. A manapsag al kal mazot®67pr mmghoboestt
Ukséges olyan U] Vi zsgadnet yelmegl @z ¢l kt éas e

moterapi as szer ek ki val asztasat, vagy ép
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Amennyi ben mar el 6re | ehet tudni , hogy a re
fghak regresszi ot el i dézni , | ehet 6ség nyil.|
javithatja a bet €gedmétinylgé&indeties ela § pqzégReBD
vi zsgal at anankar kjer g @ad tkiak/tenbw & Is ia m Akt eénbreyni.b e n  a:
RPB1 hamaérkkoenrye a neoadjuvans kemoter apiazsi ke
tovabb javithat.Tavabbetegekeki VArzagal at adval
pontosabb képet -ed omplhdtassnké saza RRBlApi &4s val as
Kell 6en nagy szadmu eset bevonasaval, standar

biztositod mikroszkopos berendezéseknianltkaazlama z

kvantitativampepyl|l eemzyéosndacteéiaz al t |, vagy akar t
di agnosztikai eljaréas al apj a4t kepézheti, ami
ki laAAtAakut atas soran tapasztaltuk, hogy az e
autofluoreszcenci aval rendel kezi k, ami megne
klini kumban valdé al kal mazhatdésag |j anvidsasatér
al kal mazni, ami Kkikiuszdébo6éli ezt a tulajdonsa
enzkonj ugéalt (példaul peroxidaz enzim) masod!

alacsonabb hatteret éga¢gmmakykodovetklke it éleé @rjr
a citoplazmati kus RPB1 fokuszok kvantitatiyv

A diagnosztikai el jaréasokon fel Ul uj ter é
Amennyi ben a tumorsejtek nagyobb hatékonysag
cél z6é6 kemoter dpi anak abbam @é&r te sfedlbelng s hlkao rhpel
fehérjéje amggutglal dogy @ezek a sejtek képes:t
| épéseével vkageyg ylegnp iéiistecsmekie ip ctiréatnns Erre a j el ens
szol ganlematégi ben felfedperbetd| Acszémelt mé n6 k& b

kisérletek eredményeinek tovabbi vames$s § Fledt &
kozvetl enebbdl Vi zsgal hattuk mi nd az assze
kemorezisztenciaban. A tovabbi kisérletek so

MCF7 e ml-ebrteudneotrdi sejteken végeztik a kisérl et

Immunfest és kismgtiatsttgkkvehogy Vvarakozasainkr
sejtekben nagy sz ambarnt alomuid udintadkp |aad ZANaN O TkAwzs
asszemblisz'§dméak -svegFklekben megfigyelt mintaza
nemr égi ben felfedezett sejtal kot 6k ebben a
asszembliszomakr 61 -ft waldy aaké k hfogzyi sbaleypyadaki 6
Vi zsgal atukhoz olzyealni t 66 érkechiMe bk ya Inkealkng zrmrzie,t
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fazisszeparal't granul umok tul ajdonsagai nak

kordemretmpg#ddozel ités ezen a it éaefngziasnszeépardldts
fel arlad&ds ezal t al a biol 6glitai Kif mntkebtiatdgljgexk f el
al kal mazasa biol o6giai hat asttk épags kfielasernd sv & I

epirubicin kezel és hat asat . aEfz o | y-faml & Kk aednégke d
fdzisszeparaci 6 szerepet jatszik az epirubic
al kal mazdsara a tumorter api abganemdr adat &mas z
hogy a ffollyad&lk f azi sszeparaci 6 gatl dasan ker
j el omottéesnci all al rendel kez 6 i r @ahnaysvnoyndall hfi’rAizg yerd
és a t°kecem&Mmasazt ottt ak a HEX ke.zeTa@wababldk ad mt
bizomy,jtboygy a HEX az angiogenezis!!®efamliyas
tovabbi ut akat nyithat a tumorterapia front|j
pot ens nameé ke it u lkaé,p e s ol yan s ej t dnoellyyaenka t ® K a nboe
tumortipus esetében | ehetnek terapias célpor
kombinalva a HEX hatékony €és szél eameloy bjedn a
v i-ozl d € k o n ysstaagbai rhi¢ & tats as z a mo s formul aci 6s |l ehe
kifejlesztésére nyujt | ehetbbséget.

Azasszembl i szomak ke mojrelzd stz seéng ecfaeédkawnk tbred n
az a Kkérhdbgyt mi a hat d&smechani zmus, ami el 6:
kezel éssdlz azesmleenbl | sz 0 mak k ép e sveakg ymergavdéi doeanki |
sugarzas altal kivédtétsodzv egteneo thoixh sktursatkd%a eBNS
Tovabbéd az asszembliszdémdkban jelen | évd NOT
védel mi folyaNat okbmpl e ACsoldr ét Gen és-ekugal m

transzl daci 6) at. Eztsoam@gnme |l snsmagse tf criANgskslr hkait M
kontextusfiliggé médon képes aktivan komét a
transzl d&ci 60 at , ill etve el 6segiteni -eakkesok a
kol okalizaciojat. A NOTS5 és az eh®gz &rkbloisszeEr

a transzkripci‘dtKeésalbitrlamtsat &kt kioohii thak k & le
szintézisének gadtl asa esetén a sejteket met a
kompenzal ni, hogy megnodvel. a riboszomali s
NOT-Hez valo kot 6d¥8én keresztiul éri el

Az epirubicin kezell€sjetnek b é st dmbédas t ko p
asszembhtgytkmbakrst al mazo6, vagy csak asszembi sz

véegtt proteomi kai-seskuegéhésibckibséRNSt ek er e
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vizsgalata soran kiderdlt, hogy az epirubici
a sejtek metabolikus folyamataiban kulcsfon
tumorsejtek altal mutatott fokazattot@hiet &b all i
nagy energiai §ékpyg@aéhelkhamasolkl 6nyt biatosit
szervezet egészséges sejtjeivel szemben. Eze
tumor sejt ek Ujnrea parbood rkaknmoszdansebka a kemoter dpi a
Gjraprograrac 2 aldji’e¥énsdgedményeink arra utalne
j el enl ét étbtemantslz&kk k @lci 6 mi att a mar -elkkor abb
transzl|l aczhépanakéhoke megval 6sul hat.

Ezen fel Ol azt is megfigyeltdk, hogy széar
ame |l y ek transzport folyamat okért felel 6sek
tumorreZbasmrtleacol t ott szer®pBZ markk éatzdthjoesli e zor
transzporterek képesek | ehet nek ki pumpal ni
hozz4&dj drul va ezzel a k e Aar e ansbslzdteéin éi a4 alki a
szabadlyozott transzporterekoggeyegdif ehiez g g&l &t
sejtben transzl aci 6sanmee6fzi&s ® zpazietk e dviedladai pko t nbea
sejteket ak ezeemoé se rhaagpti dassat 0|

Ki mutattuk tovabbéa, hogy a transzl aci é6ba
ri boszoma alegységeket al kot dé proteirmrek Vvar
|l ecsdokken. Ezek aNOTe hstzamlgaklaysa't iy,éBMWie "ok 14é s i k
energi aAzgépyes bici mkegéel aschbapaséadaoaitja ero6f
sziUkséges metabolikus ebgrembb&lydz@anbéepérij ek
fokuszal va az erdforréadsokat a mar rendel ke:
ki hasrzmdl asa
Osszefopgpknal ks k&l enthetifibk yatlégy f azif od yeapladrka
0sszéffaiipgr j eaggregadci 6 fontos szerepet jatsz
Az RPB1 citagdraegnadii&kjus a neodajuvans kemot e

predi ktiv mar ker e. Az asszembliszema&ldetjle!l e
sejtvonal ban €s szerepet j At szanak az epi
asszembliszoOmakban tarolt géntermékek jelen
haasamed,y megnyilvanul a sejtek transzl aci o6s
enzi mek, transzl aci édban szerepet feantcsizag afneahké

valtozéadsai ban figyel hetd6é meg.
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9. Angol nyelvii 6sszefoglalo

I n the research presented in my thesis, we ¢
aggregation, laguweal Iphas el isgypiad at ysooomeasn d ntalye
play in the development of resistance to che

As the first question, we examined whethe

widely used in the treatvvimemtt oé odxtmapPt odfe mMAP
that forms the backbone—afggtrlgatin @amsc Biapteido o
| ar ggum (d¥lameter) RPB1 foci were found more
from-regnessing cases compared to those fro
regressing cases.

Next, we investigated whether the prese
aggregates coul d serve aeafsfiac dporyetdea stt otr hiod  ttyh)
performed I mmunostaining on samples with unl
possi ble phenotypes based on their RPB1 patt
phenotypes of the s asmilfeisc atnido nc ad cccuu raa ceyd. tlhne
predicted the phenotympegrn es di®enrgeudi adsednst 18 | eas e

accuracy, partially regressing cases with 76
Based on these results, we can concl ude
foci, which we hypothesize to be aggregates,

for the success of neoadjuvant chemotherapy

| f t umor cell s mor e effectively resi st
repl i—eastpieecn ally when the centr al t ranstcri pt
suggests that these cell s ar e c aptahbrloeu gohf octohn
steps in gene express-koown Fbhatinstanseri ptt

degradation are ¢l oBRaldyh alsihnlkaendd prod d esagaie s, |

with yeast, further clarified that preoteins
evolved, indicating a close collabomTherefhobe
compensation might involve the wuse of previ

could be explained not only by changédein R
recentl y di sycsoovneerdesdy saodmbestmbéas RNA st or age, W |
stable and even translationally competent.
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For further investigation of the tissue s

all ow a more direct examinaysomensodf theih 1t oé¢
chemoresistance. For these exdpeinivmentce]| | we ul

As the first step, we used I moomosi ai migr
cytoplasmic foci, aysemesbuéedmbekebstorvedsse
suggesting the ypsroenseelec ed eonfio nsss s eammbeld t hat, a
NOT-dont aining cytoplasmic foci were present

Next, we investiddgawued whatskerselpiaguaitd on, é
of epirubicin, a commonly used chemot her ap

assgmwlimheos m t hrduqghuildi plhiacce separation. To a

hexanedi ol ( HEX) treat ment , as HEX disrupt
macromol ecules, thus inhibiting phase separa
t hadbes not alter <cell viabilityobut Based i &e
experiments, this concentration was 1% m/ v.
that significantly reduces cell viability b

detected in combinati esrmotwredaapgrhanit @00Ow®mPi e xphe r

effective in this regard, resulting in an 89
epirubicin with HEKrwbufdramplbefegffifhuetmabThe
of epirubicin raensdullt% dm/im HBX 7% cel | sur vi v

treat ment enhances the effectiveness of epir
notmoxic to the cells. This qgauab se rpvhaatsieo ns eipmap la
signidlieann tthe devel opment of resistance to

Foll owing this,ysweaeshrpcaeclhyesioms sterfmegbatme & pa m c
contr ol MCF7 cells by wultracentrifugation. F
then performed to characterize the gene pro
proteins and RNAsgemddnedn tp oilny stormes and exami
products were present in both forms. These ¢
determine which protein familtioeepexhibbict ed tt
We found that enzymes invol ved I n cellul ar
transl ati on, and transporter proteins were p
i s consistent with Kkthowea g@rhenpmewniadesn d hgotl e
the resistance devel oped against epirubicin.
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Csok\ddizmaky, techni kai segitségukkel, szorgos
Készonettel tartozom egykori témavezet dmn
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1

2. Fiiggelékek

1)A felhasznalt gcekrlkétmidipsaz aamj mk akkart ozoé
Regresszio csoport Minta azonosité szam
Nincs regresszié6 12, 15, 20, 21*
Parci dalis regresszi o g8, 11, 16*, 18, 19
Teljes regresszio 3, 9, 10, 13
|l smeretlen regresszi 6s |1, 2, 4, 5, 6, 7, 14,
*egyes mintak i smert €s ismeretlen fenotipusukeéeét
prepar atumon Gjra elvégzésre keridlt az immunfestés
voltak beazonositihatbteéhm.az ért ékel ést megel
Minta al tymorbank Nem| El et|Tumorl o pr | HER2 |REOT € Rfeegnr oet
azonos grade pont s
1 5212/20 nél 66 3 8 6 neg TR2 Nincs
2 5789/20 nél 76 3 0 0 poz TR1 Teljes
3 8053/18 nél 66 1 8 0 neg. TR1 Teljes
4 8217/19 nél 46 3 5 5 neg. TR2 Parci
5 10560/20 nél 61 3 0 0 neg TR1 Teljes
6 10957/20 né|l 63 3 NA NA NA TR3 Nincs
7 11086/20 né|l 63 2 8 8 neg TR3 Nincs
8 12356/18 NA NA NA NA NA NA NA Par ci
9 13126/18 nél 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 Parci
12 15362/18 nél 66 3 8 8 neg. TR3 Nincs
13 15428/18 nél a1 3 0 0 neg. TR1 Telies
14 15542/19 nél 46 3 0 0 poz. TR1 Teljes
15 15722/18 né|l 52 2 7 3 neg. TR3 Nincs
16 17490/19 nél 46 2 8 8 neg. TR2 Par ci
17 18440/19 nél 69 3 8 8 neg TR1 Parci
18 18875/18 nél 69 3 8 8 pos. TR2 Parci
19 19305/19 nél 60 3 0 0 neg. TR2 Parci
20 19920/18 nél 56 2 8 8 neg. TR3 Nincs
21 21192/18 nél 40 3 0 0 neg. TR3 Nincs
22 21825/19 né| o7 3 8 8 neg TR2 Parci
23 22316/19 né| 7 3 0 0 neg TR3 Parci
24 22376119 | "6 40 3 7 7 poz TR3 Nincs
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3)MTT
HEX MTT assay kisérlet nyers eredmény adatai

ass

ay ki

sér |

et ek

eredményei

HEX koncentr| Mér és| Mér és| Mér és| Mér és
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
koHnEi:(gn Mér éqMér é{MérésMér éy At a Sz o% /-to/tO]IaS[ﬁ/o;)*r
[Mmiv%]:
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 szO0ras az eredeti mérési eredményekre

Epirubicin MTT assay kisérlet eredményeinek nyers adatai

vonat kozi

Epirubicin pklomlg Mér és | Mér és | Mér és | Mér és |
0 0,9230 11,0292 11,0047 1,0428
0, 2 0, 786 ¢ 0, 8468 0,8550 0,8713
1 1,0347 1,1872 1,1518 1,1926
5 0, 9938 00,7842 0,925 0, 7433
10 11,0292 0,6562 00,7243 0,9040
20 0,8849 0,6589 0,8277 0,7460
30 0, 3893 0, 2668 00,4220 0,3839
40 0,2614 0,2614 00,2123 0,2014
50 0,2913 0,20096 0,2069 0,1334
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Epirubicin MTT assay kisérlet eredményeinek normalizalt adatai

Epirubicin o o o o ) ) AtladsSzor
koncen| Mér éy Mér é{ Mér é{ Mér é Atl ad Sz6r [%] [%]
Mg / hL
0 1 1 1 1 1 0,03% 100(|3,511
0, 2 0,78(0(0,8440,81291,03710,85|0,08(085, 458, 09
1 1,101212,1771,2641,2431,16940,07(116, 97,43
5 1,04(012,0641,24€¢1,2331,0040, 184100, 418, 41
10 1,0231,00]1,19|1,53|1,01(Q0, 2764101, (27, 614
20 0,65711,1071 1,03[/1,23¢40,8990, 21489, 2421, 4]
30 0,6850,7340,9171,0110,6010, 27460, 1327, 4
40 0,43§0,65¢0,69|0, 76840, 430, 23943,63223, 5¢
50 0,35(0, 4570, 4490, 4930,32|0,13432, 3313, 4(
*a szO0ras az eredeti mérési eredményekre

HEX + Epirubicin MTT assay kisérlet eredményeinek nyers adatai

vonat kozi

HEX és Epirubi Mér és | Mér és | Mér és | Mér és |
0% + g20nLy 1 0, 7446 0, 9353 0, 8430
5, 0% g/ &0 yp 0,7661 0,72 0,6276 0,8061
1, 0% g/ D p 0, 4676 0,5907 0, 5938 0, 7138
1, 5% g/ @D yp 0, 2953 0,3723 0,4030 00,5015
2, 0% g/ @D yp 0, 3353 0, 2676 0, 2984 0,4061
HEX + Epirubicin MTT assay kisérlet eredményeinek normalizalt adatai
HEX é < p
Epirubicin | Mér é { Mér 6 { Mér 6{ Mér é6{ Atla Szer| A1 @SZOT
. [%] [%]
oncen
0% +
pMg/ mL|O0O, 6471, 0991, 0241, 2310,944q0,19094,0319, 07
5, 0%
pg/ mL|1,1411,0781,2440,83(00, 9010, 22490, 1422, 2"
1,0%
pg/ mL| O, 70|/0, 7640, 8540, 5620, 6570, 125865, 712, 5¢
1,5%
pg/ mL|O0O, 0430, 0680, 0690, 05580, 22450, 181%122,5718, 7F
2, 0%
pg/ mL|0, 0170, 0170, 01270, 0310,1730,168417,3416, 8
*a szOras az eredeti mérési eredményekre
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