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Bevezetés

A sejten beliilli kompartmentalizacié rendkiviil jol
szervezett, mivel ezaltal valik elérhetdvé szamtalan folyamat és
utvonal pontos tér-, valamint iddbeli szabalyozésa. A folyadék-
folyadék fazisszeparacio egy modot kindl a térbeli szervezettség
elérésére a membran nélkiili organellumok (MLO-K)
kialakitdsaval. Ezek az organellumok szdmos biologiai
funkciohoz kapcsoltak, ugyanakkor a fazisszeparacié zavara
nagyszamu patologias kdvetkezményt von maga utan, mint a
sziv- és érrendszeri megbetegedések, a neurodegenerativ
rendellenességek (amilyen az Alzheimer-, Parkinson- és
Huntington-kor), anyagcserezavarok, vérképzési problémak,
illetve a daganatos megbetegedések. A sejtdinamikaban
betoltott sokrétli szerepe miatt a fazisszeparacio, és az altala
kialakult MLO-k, miitkodésének megértése nagy jelentéséggel
bir, valamint a megszerzett tudas segitheti a hatékony

terapiafejlesztést.

Valosziniisithetd, hogy az asszembliszomak, melyek a
citoplazmatikus MLO-k egy csoportjat alkotjak, tobb
fehérjekomplex  Osszedllitdsdban is szerepet jatszanak.
Mindeddig csak élesztOben irtak le Oket az Rptl és Rpt2

proteaszomalis alegységek Osszeszerelddése kapcsan. Ezek



olyan ribonukleoprotein  komplexek (RNC-k), melyek
tartalmazzak a transzlacioban megakadt riboszémékat a kilogd
naszcens fehérje lancokkal egylitt. Szerepet jatszanak a
génexpresszio szabalyozdsaban, valamint a fehérje komplexek
kotranszlacids Osszeszerelddésében. Megkiilonbozteti dket a
tobbi, citoplazmatikus membran nélkiili organellumtél, hogy

EDTA, RNaz és ciklohexamid rezisztenciat mutatnak.

Az asszembliszomak olyan kdzpontoknak tekinthetdek,
amelyek a koordinalt fehérje Osszeszerelédést és érést
biztositjdk a részben transzlalt géntermékek reverzibilis
kotddésén keresztiil, biztositva azok megfeleld feltekeredését és

funkcidjuk betdltését.
Célkitiizések

Kutatasunk soran célul tiiztiikk ki az asszembliszomak
komponenseinek azonositasat és fizikai tulajdonsagaik,
valamint a sejtben betoltott funkcidjuk megismerését, illetve

fazisszeparacios eredetiik igazolasat.

Kérdéseink megvalaszolasdhoz élesztén, valamint
MCF7 és A549 human tumoros sejtvonalakon terveztiink in
silico analiziseket és modern bioldgiai vizsgalatokat kivitelezni

(ultracentrifugalas,  RT-gPCR, dSTORM ¢és TEM



mikroszkopia, teljes genom szekvenalas, a sejtek koloniaképzd

képességének vizsgalata ismételt besugarzast kovetden).
Az alabbi kérdésekre kerestiik a valaszt:

1. Milyen egyéb  fehérjék  tarolodhatnak  még
asszembliszomakban a koradbban azonositott Rptl- és
Rpt2-es proteaszomalis alegységek mellet?

- Az asszembliszomakban tarolt komponensek
kilétének felderitéséhez globalis in silico analizist
terveztiink elvégezni élesztd sejteken, majd a
lehetséges jelolteket biokémiai vizsgalatokkal
kivantuk megerdsiteni.

2. Az asszembliszomakban tarolt komponensek hogyan
reagalnak kiillonbozo stresszhatasokra?

- A feltehetden asszembliszomakban tarolt
MRNS-ek mennyiségi valtozasainak
kovetésére egy hatékony asszembliszoma
izolalé  protokollt terveztiink kidolgozni,
melynek segitségével lehetdségiink adodna az
asszembliszomakat érinto, kiilonb6zo
stresszhatasok okozta mennyiségi valtozasok

azonositasara RT-gPCR technikéval.

3. Az asszembliszomak milyen szerkezettel rendelkeznek?



- Annak céljabol, hogy az asszembliszomak fizikai
tulajdonséagairol informacidhoz jussunk, dSTORM

mikroszkopidt terveztiink élesztdsejteken.

4. Az asszembliszomak, hasonldoan a tébbi MLO-hoz,

fazisszeparacioval alakulnak-e Ki?

- 1,6-hexandiollal (HEX) dolgoztunk ki kisérleteket a
kérdés megvalaszolasahoz, ugyanis errél az alifas alkoholrol
ismert, hogy hatékonyan gatolja a fazisszeparaciohoz sziikséges
gyenge hidrofob kdlcsonhatasokat a fehérje és RNS molekulak
kozott.

5. Vajon az asszembliszomak jelen vannak-e a magasabbrendii

eukariotakban is?

- MCF7 human emlé adenokarcindoma sejtvonalbol
szarmazd6 mRNS konyvtarak szekvenalasat terveztiik annak
céljabdl, hogy informaciohoz jussunk a human sejtekben 1évé
asszembliszoma komponensek funkcidjarol, illetve, hogy
ezeknél a fehérjéknél megfigyelhet6-e az N-terminalis

rendezetlensége, hasonldan az élesztékhoz.

6. Az asszembliszomak szerepet jatszanak-e a kemorezisztencia

kialakitasaban?



- A kérdés megvalaszolasahoz A549
sugarrezisztensnek vélt sejtek koldniaképzd tulajdonsagénak
vizsgalatat szdndékoztam megvaldsitani ismételt irradidciot
kovetéen, HEX jelenlétében. A kisérlettel igazolhaté az

asszembliszomak DNS javitadsban betoltott szerepe.
Moédszerek

Az ¢élesztében talalhatd potencidlis asszembliszoma
komponensek azonositasdhoz  bioinformatikai  elemzést
végeztem. A fehérjék rendezetlenségét a PONDR VSL2B
algoritmussal vizsgaltam, ez alapjan készitettem el a listankat,
viszont  egyéb  fehérje  rendezetlenség  predikcios
algoritmusokkal is tanulmanyoztam a fehérjéket és hasonld

eredményeket kaptam (Hotloops, 1Upred, Globplot, Espritz).

Az in silico vizsgalati eredmények megerésitéséhez a
potencialis jel6ltek (SGS1, RAD10 és RAD14 mRNS-ek)
jelenlétét az EDTA-rezisztens granulumokban, vagyis
asszembliszomakban RT-qPCR analizissel vizsgaltam. Az
asszembliszomakban tarolt komponensek azonositasahoz a
kovetkezo kisérleti elrendezést fejlesztettiik: a sejtlizatumot egy
tisztito fugalasi 1épést kovetden ultracentrifugalassal tllepitjiik
EDTA jelenlétében, mely hatasara a poliszomak és a 80S

riboszomak alegységeikre bomlanak, igy a fugalasi lépést



kdvetden a pelletek kizarolag asszembliszomakat tartalmaznak.
Az asszembliszoma komponensek mennyiségi valtozasait
kiilonbozd stresszhatasra az asszembliszomak izolalasara
alkalmas kisérleti elrendezésben vizsgaltuk RT-qPCR
analizissel a teljes kivonatokbol és pelletekbdl szarmazé mRNS
mintadkon. Proteotoxikus stresszhatasként CuSO, kezelést, mig
genotoxikus stresszhatasként UV sugarzast alkalmaztunk.
Tovabba ezzel a modszerrel azonositottuk az asszembliszomak

fazisszeparacios eredetét UV és HEX kezelést kovetden.

dSTORM  képalkotdé  eljarast alkalmaztunk a
granulumok fizikai tulajdonsagainak azonositasdhoz az
¢lesztdsejteken, valamint TEM mikroszkopiaval azonositottuk
a sugarrezisztensnek vélt human A549 sejtek citoplazmajaban
a HEX érzékeny riboszoma csoportokat. Tovabba A549
sejteket ionizald sugarzassal és HEX-szel kezeltink az
asszembliszomakban tarolt faktorok hibajavitasban betdltott

szerepének igazolasahoz.

Az MCF7 sejtekbdl nyert ultracentrifugalasi mintakon
teljes genom szekvenalassal azonositottuk a poliszomakhoz és
asszembliszomakhoz kapcsolt mRNS-eket, illetve azokat
geénontologiai elemzésnek vetettiik ala a funkcidjuk felderitése

céljabol. Permuticios teszttel igazoltuk a rendezetlen N-



terminalissal rendelkez6 fehérjek dusulasat az

asszembliszomakban a szekvenalasi eredményeket analizalva.
Fontosabb eredmények, tézispontok

1. Megallapitottuk, hogy szdmos, a DNS hibajavitasban
¢s a stresszvalaszban szerepet jatszo fehérje
asszembliszomakban tarolodhat élesztoben.

2. Biokémiai modszerekkel igazoltuk, hogy az Sgsi,
Radl0 ¢és Radl4-es fehérjék, melyek a DNS
karosoddsra  adott  valasz  fontos  szerepldi,
asszembliszomakban tarolddnak.

3. Bizonyitottuk, hogy az altalunk vizsgalt riboszoéma-
naszcens fehérje komplexek eltéré viselkedési
mintazatot mutatnak kiilonbzo strasszhatasokra: mig a
poliszoma/asszembliszoma arany csokkent (mely az
asszembliszomakban vald dusulast jelzi) proteotoxikus
stresszhatasra, addig az arany emelkedett (mely a
poliszomakhoz kapcsolt RNS-ek nagyobb mennyiségét
jelzi) genotoxikus stresszhatasra.

4. Megallapitasra kerilt, hogy az Sgsl és Rptl fehérjét
tartalmazo riboszoma-naszcens fehérje komplexek a
citoplazmaban nem egyesével helyezkednek el, hanem

egymassal szorosan Osszekapcsolodva alakitjak ki az



asszembliszomakat. A kiilonbozo fehérjéket tartalmazo
asszembliszomak eltérd tulajdonsagokkal
rendelkeznek.

Igazoltuk, hogy az asszembliszomak, hasonl6an a tébbi
MLO-hoz, fazisszeparacioval alakulnak ki, tehat
rendelkeznek a kondenzatumokra  jellemzd
dinamikussaggal, valamint védve vannak a riboszéma
mindségellendrzési folyamataitol.

Bizonyitottuk, hogy az MCF7 sejtekben azonositott
asszembliszoma komponensek foként a DNS
hibajavitasban és a stresszvalaszban jatszanak szerepet,
mig a poliszomakhoz kapcsolt RNS-ek transzlaciohoz,
annak szabalyozasahoz és mitokondrialis funkciokhoz
kapcsoltak.

Kimutattuk, hogy a rendezetlen amino-terminalissal
rendelkezé génproduktumok nagyobb valoszintiséggel
tarolodnak az asszembliszomakban.

Bizonyitottuk, hogy az asszembliszomak szerepet
jatszanak a hatékony DNS karosodasra adott valasz
kialakitasaban, és mindez a fazisszeparacidé révén

szabalyozodik ezekben a sejtekben.



Osszefoglalas

Eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy az
élesztében azonositott asszembliszomakban olyan
komponensek tarolddnak, melyek a DNS-t érinté karosodasok
javitasaban jatszanak szerepet, mint pl. a kettdsszalt torések
javitasaért  felelds Sgsl fehérje.  dSTORM  és
transzelektronmikroszkopias vizsgalatokkal felderitettiik, hogy
8-9 Sgsl naszcens lanc-riboszoma komplex Szoros
Osszekapcsolodasaval alakulnak ki a ~100 nm atméréji
asszembliszomak és igazoltuk fazisszeparacios eredetiiket HEX
bevonasaval.

Az  MCF7 human  emldkarcindbma  sejtek
szekvenalasabol szarmazo adatok azt mutatjak, hogy a
stresszvalaszban és a DNS hibajavitasban szerepet jatszo
fehérjék dasulnak a human asszembliszomakban is, hasonléan
az élesztdn végzett vizsgalatok eredményével. A szekvenalasi
adatok tovabba igazoltak az in silico megfigyelésiinket, vagyis
az asszembliszOmakban nagy szamban vannak jelen a
rendezetlen N-terminalissal rendelkez6 fehérjék.

A HEX-szel végzett kisérleteink érzékenyebbé tették a
tumorsejteket a sugarkezeléssel szemben a féazisszeparacio

megbontasa révén. Hatékony stratégiat jelenthet a tumoros



sejteknek a talélésiiket segitd fehérjék asszembliszomakban

torténo felhalmozasa.

Summary

Assemblysomes are a distinct group of cytoplasmic
membraneless organelles. They are ribonucleoprotein
complexes (RNCs) that contain translationally stalled
ribosomes with protruding nascent protein chains.

Through bioinformatic analysis, we identified other
potentially phase-separating components stored in the
assemblysome, like Rptl and Rpt2, such as the Sgsl protein,
which involved in the UV-induced damage repair. Using
dSTORM and transmission electron microscopy, we
characterized the structure of the granules formed by the
association of Sgsl nascent chain-ribosome complexes and
confirmed their phase-separation origin. The ring-shaped
granules, approximately 100 nm in diameter, are formed by 8—
9 ribosomes with their associated MRNA and protein

molecules.

Sequencing data from MCF7 human breast carcinoma
cells indicate that mRNAs of mitochondrial and ribosomal

proteins, whose translation is influenced by Notl interaction,



are not involved in the formation of assemblysomes. In contrast,
proteins involved in stress response and DNA repair are
enriched within them. Furthermore, the sequencing results also
confirmed our in silico observation, that proteins with
disordered N-termini are present in large numbers in
assemblysomes.

The dynamics of these cytoplasmic granules are
universally regulated and are not influenced by the nature of the
gene product they contain. Proteotoxic stress increases the
number of assemblysomes, whereas genotoxic stress causes the
transformation of assemblysomes into polysomes, resulting in
their decrease.

Our experiments with HEX sensitized tumor cells to
radiation by disrupting phase separation. Accumulation of
proteins that support tumor cell survival into assemblysomes

represent an effective strategy.
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