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Summary

The recently discovered assemblysomes form a distinct group of cytoplasmic, phase-
separated, membraneless organelles (MLOs). Panasenko and colleagues identified Notl-
containing granules that contain ribosome associated nascent chains of the proteasomal
subunits Rptl and Rpt2, which serve as the site for co-translational assembly of these
proteins, and the name "Notl-containing assemblysomes" (NCAs) is derived from this finding
[1]. Recent data suggests that assemblysomes might contain many more nascent chains
involved in timely stress response [2]. These cell components differ from other MLOs in
several properties: their size is 100-200 nm [2], [3], [4], they can only be pelleted by
ultracentrifugation [5], [6], they are resistant to CHX (Cycloheximide) and EDTA [1], [7], [8],
and they contain both the small and large subunits of the ribosome [2]. The assemblysomes
contain ribosomes stalled in translation, along with the associated mRNA molecules and
nascent protein chains (disordered N-terminus protruding from the ribosome's exit tunnel)
[1], [2]. RNCs (Ribosome Nascent Chain Complexes) establish the assemblysomes [9]. The
focus of our research group's studies is on assemblysomes. Our results suggest that
assemblysomes form through phase separation, and we have demonstrated their
evolutionary conservation as well as their role in DNA repair processes and in stress response

[2], [9].
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Nélkllozhetetlen a megfeleld sejtmikodés fenntartdsa szempontjabdl a kilonbozo
génexpresszios |épések egymas kozotti kommunikacidja. Mivel az eukariotdkban a két f6
génexpresszios lépés, vagyis a transzkripcid és a transzlacio, térben elvalasztott folyamatok, igy
azok finomhangoldsat szamos mechanizmus segiti, ezaltal megteremtve a lehet6séget a
génkifejez6dés poszttranszkripcios szabalyozasara. Ebben a folyamatban kap szerepet tobbek
kézétt a Ccr4-Not komplex is. Legnagyobb alegysége, a Not1 képes az éltala k(‘)‘tb‘tt MRNS-ek

a4

transzkripcios komplexek kotranszIaC|os Osszeszerelddésében is [10], [11].

Az utdbbi idoben merilt fel a fazisszeparacié indukalta kompartmentalizacid szerepe a
génkifejez6dés szabalyozasaban, illetve az, hogy az ily modon kialakult membran nélkdli
organellumok (Membrane Less Organelles-MLO-k) (mint a P-testek, stressz granulumok)
szerepet jatszanak a hatékony stresszvalasz kialakitasaban [12], [13, o.], [14]. Az MLO-k
dinamikus bioldgiai kondenzatumok, melyek szamos sejten bellili folyamat tér- és idGbeli
szabalyozasat segqitik [15].

A citoplazmatikus, fazisszeparalt, membran nélkili organellumok kiilénallé csoportjat képezik a
nemrég azonositott asszembliszOmak. Panasenko és munkatarsai irtak le az Rptl és Rpt2
proteaszomalis alegységek naszcens lancait tartalmazé RNC-ket (Ribosome Nascent Chain
Complexes) és Notl-et tartalmazé granulumokat, melyek a fehérjék Kkotranszlacios
Osszeszerelddésének helyszinéll szolgalnak, és innen ered az elnevezéslik is: Notl-containing
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assemblysomes (NCAs) [1]. Ezek a sejtalkotok szamos tulajdonsagukban eltérnek a tébbi MLO-
tol: méretilk 100-200 nm; kizardlag ultracentrifugalassal (lepithet6ek; CHX- és EDTA-
rezisztensek; illetve tartalmazzak a riboszéma kis és nagy alegységét egyarant [2], [3], [4], [5,
o.], [6], [1], [7], [8]. Az asszembliszomakban jelen vannak a transzlacidoban elakadt
riboszomak, a hozzajuk kapcsolt mMRNS molekuldkkal és naszcens fehérje lancokkal egydtt
(melyek transzlalt, rendezetlen N-terminalisa kilég a riboszéma kilép6 alagutjabdl) [1], [4]. Az
asszembliszomakat felépité RNC-k esetében az mRNS-hez nem riboszémak lancolata, hanem
egyedi riboszomak kapcsolddnak, ami arra utal, hogy kialakuldsukkor blokkolddik a soron
nem mas, mint az interakcidés partnerek kozott kialakuld kolcsonhatas. Amennyiben a
kblcsbnhatas gatolt, a fehérjék feltekeredése séril, alternativ konformaciét vesznek fel, végso
soron pedig a proteaszémaba vald beéplilésiik nem megfeleld. Az Rptl és Rpt2 fehérjék N-
terminalisai rendezetlen régidkat tartalmaznak, melyek hidnya esetén a granulumok kialakulasa
akadalyozott [1].

Kisérleti elrendezés

<4— Szabad RNS-ek
4— Szétkapcsolt riboszomak

| (-- - o B - s
‘ jki‘f) <= EDTA -—Dr:a <+— Asszembliszomak a pelletben
& . N
: N |
e (:"\3] © ‘I‘. dH,0 \
Tisztito centrifugalas Ultracentrifugalas <«— Szabad RNS-ek
(10m, 18000 x g, 4 °C) (4h, 163000 x g, 4 °C)

<— Asszembliszomak és poliszomak
a pelletben

1.abra. Kisérleti elrendezés az asszembliszomak vizsgalatahoz [4].

Kutatocsoportunk vizsgalatainak kozéppontjaban az asszembliszomak allnak. Els6 |épésként
megvizsgaltuk, hogy mely egyéb fehérjék tarolddhatnak asszembliszémakban az Rptl és Rpt2
mellett. Mivel az asszembliszomak RNaz rezisztensek, ezért a korabban alkalmazott riboszéma
profilozasi eljaras nem alkalmazhaté az asszembliszomak tartalmanak teljes korl felderitésére,
igy egy hatékony bioinformatikai modszert fejlesztettink ki a kérdés megvalaszolasara.
Megvizsgaltuk in silico az 6sszes Saccharomyces cerevisiae fehérje komplex alegységet azon
sz(irok alapjan, melyek az asszembliszomak formalddasahoz sziikségesek [4]. Ezek a
kovetkez6k: kiterjedt rendezetlen régiék megléte az N-terminalison; lizin aminosavak jelenléte
a rendezetlen régidé kornyékén (a ubikvitinaciorol tudjuk, hogy szikséges az asszembliszomak
kialakulasahoz); illetve a ritka kodonparok megléte ebben a régiéban, ami megakasztja vagy
jelentdsen lassitja a transzlaciot [1], [4]. A talalatok kozo6tt dusultak a stresszvalaszban és a
DNS hibajavitdsban szerepet jatszé fehérjék [4]. Ezek kozul valasztottunk ki harom fehérjét:
Sgs1, Rad10 és Rad14, melyek jelenlétét az asszembliszomakban megerdsitettik kisérletes Uton
is. Mindharom fehérje komplex alegységként funkciondlva a DNS-t érintd hibak javitdsaban
jatszik szerepet [16], [17]. Az asszembliszomakban tarolt komponensek azonositasahoz a
kovetkez6 kisérleti elrendezést alkalmazzuk: az éleszté/human lizatumot egy 60%-0s cukor
gradiensen ultrafugaljuk, melyet megel6z egy tisztitasi 1épés (mely soran megszabadulunk a
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sejttormelékektdl, és az egyéb citoplazmatikus MLO-ktél, mint a stressz granulumok és a P-
testek) (1. abra) [4]. Az EDTA képes szétkapcsolni a riboszdma kis és nagy alegységét, ezaltal
hatékonyan megbontja a poliszdmakat, melyek az ultrafugalds soran a cukoroszlopban vagy
annak felszinén maradnak, és egyedll az EDTA-rezisztens asszembliszémakban tarolt
komponensek lesznek képesek arra, hogy a cukoroszlopon atjutva a pelletben dusuljanak (1.
abra) [4], [9].
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2. abra. Az asszembliszomak viselkedése kiilonb6z6 stresszhatasokra [9].

Megvizsgaltuk az asszembliszOmakban tarolt mRNS-ek mennyiségi valtozasait kilonbdzo
stresszhatasokra: mig  proteotoxikus  stresszhatasra  (CuSO, kezelés) nbtt az
asszembliszomakban tarolt mRNS-ek mennyisége, addig genotoxikus stresszhatasra (UV-
kezelés) az ellenkez6 hatast azonositottuk, vagyis csokkent az asszembliszémakban tarolt,
altalunk vizsgalt mRNS-ek (SGS1, RAD10, RAD14, RPT1 és RPT2) mennyisége, am ezzel
egyidejlileg nétt a poliszdmakhoz kapcsolt, aktiv transzlaciéban Iévé mRNS mennyiség [9], [18].
Ennek a megfigyelésnek a hatterében az allhat, hogy mig a proteotoxikus stresszhatasra
keletkezett nagyszamu hibas fehérje eliminacidéjadhoz sziikséges az Rptl és Rpt2
asszembliszomakba torténé felhalmozasa, ezaltal pedig nagyszamu proteaszoma termelése,
addig genotoxikus stresszhatasra a keletkezett DNS hibak javitasahoz nélklilozhetetlenek az
asszembliszomakban tarolt, DNS hibajavitasban szerepet jatszé fehérjék, igy azok transzlacidja
elsédleges (2. abra) [9]. Mindez arra utal, hogy az asszembliszomak szerepet jatszanak a

-7
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a befejezésére van csupan szukség az Ujabb transzkripcio iniciaciét megkerllve, emellett pedig
kivédik a komponensek tulzott expresszidjanak karos hatasait [16], [19], [20].

dSTORM mikroszkopias kisérleteket végeztiink az Sgs1-RNC-t tartalmazé granulumok
szerkezetének feltérképezése céljabol [4]. Eredményeink azt mutatjak, hogy 8-9 riboszoma-
Sgs1 naszcens lancot hordozé komplex szoros kapcsolédasaval alakulnak ki az asszembliszomak

[4].

Teridlet (nm?) 10

Sgs1-RNC

3. dbra. Az Sgs1-RNC-k altal kialakitott granulumok a citoplazmaban. Az &bra bal oldalan lathatd egy
reprezentativ. dSTORM dbra, mely az N-termindlisan Flag-tag jelolt Sgs1-RNC-k granularis festédését &brazolja.

?4e]roska/a 1 um. Az abra ]obb o/da/an 1évé hétérképen a granulumok szinkddolasa a teriiletiik mérete alapjan tértént
4].

Kisérleteinket kiterjesztettlik a magasabbrendl eukariotdkra is. MCF7 human emlo
adenokarcinoma sejtek RNS tartalmat vizsgaltuk ultrafugalast kdvet6en, szekvenalassal [4].
Eredményeink megerGsitették a korabbi hipotézisiinket, vagyis az asszembliszémakhoz
kapcsoltan olyan mRNS-eket azonositottunk, melyek a stresszvalaszban, a DNS hibajavitasban,
az autofagiaban és az 0sszeszerelddési folyamatokban kapnak szerepet [4].

oo

Kezeletlen HEX-kezelt

4. abra. 1,6-hexandiol érzékeny riboszéma csoportosulisok az A549 sejtek citoplazmdjaban. A) TEM
m/kroszkop/aval azonositott, gylirii alakd riboszéma csoportok, fehér nyilakkal jelélve. Méréskala: 500 nm. B) A sejteket
1 6ran at HEX-szel keze/tuk majd a glutaraldehid fixaldst kévetSen azonositottuk a fehér nyilakkal jel6lt, linedrisan
rendezédétt szomszédos riboszémékat [4].

Mivel az asszembliszémakban dusulnak a rendezetlen N-terminadlissal rendelkez6 fehérjék,

illetve az a tény, hogy képesek megbujni a riboszdma min6ségellendrzési folyamatok eldl a
transzlacioban vesztegl6 komponenseik ellenére, felveti a granulumok fazisszeparacidval torténd
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kialakulasanak lehet6ségét [1], [4]. Ennek igazolasahoz 1,6-hexandiollal (HEX) végeztliink
kisérleteket, melyrél ismert, hogy képes megbontani a fazisszeparacidohoz sziikséges gyenge,
hidroféb kdlcsdnhatasokat az RNS és a fehérje molekulak kézott [21]. Az alkalmazott alacsony
koncentracié megvalasztasaval és kontroll kisérletekkel igyekeztiink kivédeni a HEX egyéb,
fazisszeparacidora és életképességre gyakorolt negativ hatasat [22], [23]. A hipotézisink
igazolast nyert, ugyanis ismételt UV-kezelés soran jelentdsen csdkkent az asszembliszémakban
tarolt SGS1, RAD10 és RAD14 szintje, emellett pedig az A549 sugarrezisztens adenokarcindma
sejtek citoplazmajaban transzmisszios elektron mikroszkopiaval azonositott nagyszamu, gy(rU
alaku riboszéma csoportok, melyek feltehet6en asszembliszomak, szédma is jelent6s cs6kkenést
mutatott HEX kezelés hatdsara [4]. Ismételt 1 x Gy irradiaciot kovetben jelentdsen csékkent az
A549 sejtek tulélése a kontrollhoz képest, ami arra utal, hogy kimerlltek az
asszembliszomakban tarolt komponensek, ezaltal pedig a sejtek a hatékony stresszvalasz
kialakitasara képtelenek voltak [4].

5. abra. Csoport kép (balrdl jobbra haladva): Gombas Bence Gyorgy, Dr. Villanyi Zoltan, Németh-Szatmari
Orsolya, Vastag Bence.

Eredményeink arra utalnak, hogy az asszembliszomak fazisszeparacioval alakulnak ki,
bizonyitottuk az evolucids konzervaltsagukat, illetve a DNS hibajavitasi folyamatokban és a
stresszvalaszban betoltott szerepliket [4], [9]. Tavlati célunk kdzt szerepel az asszembliszomak
hozzajaruldsanak pontosabb felderitése a tumoros sejtek a&ltal produkalt rezisztencidk
kialakulasahoz, és ebbdl ered6en terapias célpontként vald alkalmazasuk vizsgalata [4], [9],
[24].
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