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Osszefoglalas

A Transzlacioszabalyozas Kutatocsoport két éve alakult a Biokémiai és Moleku-
laris Bioldgiai Tanszéken Dr. Villanyi Zoltan egyetemi adjunktus vezetésével.
Kutatasaink célkeresztjében egy ujonnan felfedezett sejtalkotd, az asszembli-
szoma all. Az asszembliszomak riboszomakat tartalmaznak, bel6liik kilogo fél-
kész fehérjékkel. Mivel ezek a fehérjék még nem nyerték el végso alakjukat, ezért
funkcidjukat sem, sziiletében 1év0 fehérjéknek, szaknyelven naszcens fehérjéknek
hivjuk 6ket. Az asszembliszomak legfébb funkcidja, hogy a benniik 1évé génter-
mékeket védjék a sejtek riboszoma-mindségellendrzési rendszere eldl, mely a
transzlacioban elakadt riboszomak felszabaditasaért felel. Az asszembliszomak
jelentdségérdl eddigi ismereteink, a proteaszoma, azaz a sejtek fehérjebontasért
felelds komplexének két alegysége, az Rptl és Rpt2 (Regulatory particle triple A
1 és 2) fehérjéinek egymas kozelében megvalosulo fehérjeszintézisére korlatozod-
tak. Az asszembliszomék a neviiket errdl a folyamatrol kaptak, hogy benniik a
proteaszoma szoban forgd két szomszédos fehérjéje képzodésiik kozben szereld-
dik 0ssze. A tanszekiinkon elért eredmények igazoltak, hogy az asszembliszomak
jelentdsége ezen a proteaszoma Osszeszerelési 1épésen jocskan tilmutat. Olyan
géntermékekre bukkantunk benniik, amik, ha kifejezddnek stresszhatas nélkiil, ka-
rosak, mert akkor is a DNS javitasaba kezdenek, ha arra nincs sziikség. Ugyanak-
kor félkész allapotban, az asszembliszomakban tarolva probléma nélkiil képesek
gyorsan reagalni, és javitani a DNS karositd hatdsok altal okozott hibakat, hiszen,
hogy funkciojukat elnyerve bevetésre keriilhessenek, csak megkezdett képzodé-
stiket kell befejezni a riboszomakon. Ez azért fontos, mert a DNS karosodas akar
a hibajavitasban szerepet jatszo géneket is érintheti, rdadasul stresszhelyzetben a
gének atirasa és a fehérjeszintézis kezdeti 1épései egyarant altalanos gatlas ala ke-
riilhetnek. Ez az irds kutatocsoportunk eddigi eredményeit €s kutatasi stratégiit
foglalja 6ssze.

Kulcsszavak: Asszembliszoma, fazisszeparacio, DNS-hibajavitas, Sgsl,
Rpbl, fehérje aggregacio
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Bevezetés

Szamunkra a kutatas nem versengésen, hanem egyiittmiikodésen alapul, amit
az ¢ldvilagban lejatszodd molekularis folyamatok megismerése, és ebbdl kiin-
dulva elsésorban a gyogyaszati és mezdgazdasagi gyakorlatban is alkalmaz-
hato 10j eljarasok, termékek létrejottében vald kézremiikodés motival. Fejeze-
tiink is egy csapatmunka eredményeként jott 1étre. Az egyes részeket a kutatdsi
iranyokban dolgozé munkatarsaink irtdk. E16sz6r bemutatjuk a pékéleszté-mo-
dellel elért eredményeinket, amik igazoltdk, hogy az asszembliszOmdkban a
DNS-t karosito hatasok kivédésében szerepet jatszd géntermékek varjak, hogy
stressz hatasara befejezddhessen a transzlacidjuk. Ezt kovetden egy, a Patolo-
giai Intézetben Dr. Vords Andras egyetemi adjunktussal folytatott, emlétumo-
rok kemorezisztenciajanak megértését célzo egyiittmiikodés eredményeit fog-
laljuk 6ssze. A muslica-modellrendszer hasznalatanak eldnyeire is felhivjuk a
figyelmet, bepillantast nyujtva a DNS karosit6 hatdsok €s az asszembliszémak
kapcsolatanak felderitését célzo kutatasainkba. Végezetiil pedig bemutatjuk
legfrissebb egyiittmiikddésiinket, amit a Névénybioldgiai Tanszéken Orddgné
Dr. Kolbert Zsuzsanna csoportjaval inditottunk utjara, hogy kideritsiik a nové-

nyi sejtek stresszvalaszdban van-e jelentdsége az asszembliszomaknak.

Az asszembliszomak fehérjeszintézisben veszteglé riboszomakbol allo
sejtalkotok

A gének az 6roklodés egységei, a DNS-nek olyan jol meghatarozott szakaszai,
amelyek valamilyen fehérjeféleség képzodését kodoljak. A sejtmaggal rendel-
kezd eukaridta éldlények a génkifejezOdést bizonyos gének DNS-r6l hirvivd
RNS-re (mRNS) torténd atirdsaval, vagyis a transzkripcioval inditjak, melynek
helyszine a sejtmag, majd a folyamat a citoplazmaban ér véget az mRNS-ek
alapjan a riboszomakon torténd fehérjeszintézissel (transzlacid), és végil az

érett fehérjék komplexekké rendezddésével. A fehérje-komplexek tobb fehérje
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alegységbdl allo struktarak, melyek a sejteket alkotd sszes fehérje, a proteom
kulcsfontossagl szervezddési egységei. Az eukariota sejtek citoplazmaja egy
gélszert, tulzsufolt kdzeg, mely kiilonféle makromolekuldkbol, sejtszervecs-
kékbdl, sejtvaz-halozatokbol és sejt plazmabol all (Shamipour és mtsai. 2021).
Konnyen belathat6, hogy a sejtek szamara nagy kihivast jelent, hogy a fehérjék
feltekeredése és a komplexek Osszeszerelése hibamentesen menjen végbe eb-
ben a tomott térben, ugyanis a fehérjék gyakran érintkeznek mas makromole-
kuldkkal, ezért versengés alakul ki a kotOpartnerekért (Schwarz és Beck,
2019). A sejteknek hatékony stratégiat kellett kidolgozniuk a hibamentes 6sz-
szeszerelodés biztositasara, ugyanis a hibas kdlcsonhatasok a fehérjék kicsa-
podasahoz, és fehérjebomlashoz vezetnek. Ilyen hatékony modszer a fehérje-
szintézissel egyiddben torténd Osszeépiilés, szaknyelven: a kotranszlacios 6sz-
szeszerelddés is, mely sordn a transzlacioval egyiddben torténik egy komplex
két fehérjealegységének Gsszeépiilése (Duncan és Mata, 2011). A kotranszla-
cios Osszeszerelddés lehetdveé teszi a fehérjék kozotti szoros kdlesonhatast, il-
letve a komplexek alegységeinek azonos mennyiségben torténd (sztochiomet-
rikus) eldallitasat is (Gyorkei és mtsai. 2019).

A proteaszoma egy konzervdobozra emlékeztetd sok fehérjébdl allo
komplex, aminek a belsejében talalhatd egy fehérjéket bonto egység. Mivel ez
az egység minden fehérjét lebont, ami az ttjaba keriil, ezért a proteaszéma bel-
sejében helyezkedik el, ezaltal valositva meg a fehérjék szabalyozott lebonta-
sat, vagyis csak azokkal a fehérjékkel keriil kapcsolatba, melyek a sejt szamara
mar nemkivanatosak. Az elmult években keriilt napvilagra, hogy a protea-
szoma Rptl és Rpt2 szabalyozo alegység fehérjék (Regulatory particle triple-
A 1 és 2) is Kotranszlacidval szerelédnek 0ssze (1. abra) (Panasenko és mtsai.
2019). Amennyiben ezeket a szomszédos fehérjéket kiilon termeltetjiik, akkor
nem oldhat6k, illetve a kiilon termeltetett fehérjék interakciojanak igazolasara

szolgdlo kisérletben sem mutattak kolcsonhatast (Fu és mtsai. 2001; Barrault
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¢s mtsai. 2012). Mindez arra utal, hogy ezek a fehérjék hatékonyan kizarolag
képzddésiik kozben szerelddnek Ossze, ellenkezd esetben a fehérjék olyan al-
ternativ konformaciot vehetnek fel, mely gatolja a kdlcsonhatasukat, valamint
a proteaszomaba vald beépiilésiiket. Az Rptl és Rpt2 fehérjék esetében az 6sz-
szeszerelddés helyszinéiil olyan granulumok szolgéalnak, melyek tartalmazzak
a Ccr4-Not (Carbon catabolite repressor 4 — Negative on TATA-less) komplex
legnagyobb alegységét, a Notl-et is (Panasenko és mtsai. 2019). Ezeket a gra-
nulumokat Notl tartalmu asszembliszomaknak nevezték el (NCA), mivel kii-
16nboznek a tobbi, mar ismert citoplazmatikus granulumtol, mint a P-testek
vagy a stressz granulumok.

A Ccr4-Not komplex egy tobb alegységbdl allé komplex, amely minden
eukaridtaban jelen van, és a génexpresszié minden 1épésének finomszabalyo-
zasaban részt vesz, a sejtmagban lejatszodo hirvivd RNS-ek (MRNS-ek) ter-
melésétdl, azok riboszémakon torténd kifejezoddésén at, a citoplazmaban tor-
ténd lebontasukig (Collart, 2016). Az asszembliszoméakban azonositottak a
komplex legnagyobb alegységét, a Notl-et, melynek pontos funkcidja nem is-
mert, 4&m az bizonyos, hogy nélkiilozhetetlen az asszembliszomak kialakitasa-
hoz (Panasenko ¢s mtsai. 2019) és a DNS templatr6l az mRNS-ek atirasat
végzd RNS polimeraz II legnagyobb alegységének (Villanyi €s mtsai. 2014),
valamint a SAGA sejtmagban miikodd génkifejezddést szabalyozd komplex
alegységeinek a kotranszlacios Osszeszerelddéséhez is (Kassem és mitsai.

2017).
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Degradacio Proteoszéma

1. abra: Sematikus modell az Rptl és Rpt2 tartalmi asszembliszomak
kotranszlacios 0sszeszerelddésérdl (Panasenko és mtsai. 2019): Fehérjekaro-
sito stresszhatasra (ho, nehézfém) a proteaszomat felépitd mRNS-ek induka-
lodnak ¢és a transzlacidjuk megkezdddik. Fels6é panel: az RPT1 és RPT2
MRNS-¢ek esetében, a transzlacié megakadasat kovetden a naszcensfehérje-ri-
boszoma-komplexek Notl-tartalma asszembliszomakka rendezédnek. A nasz-
cens fehérjék rendezetlen, riboszomabol kildgo részei, a granulumok felszinén
varjak az interakcios partner megjelenését, majd kotranszlacidsan 6sszekap-
csolddnak é€s a transzlacié folytatodik, végsd soron pedig beépiilnek a protea-
szomaba, ¢s ellatjak funkciojukat (alsd, jobb oldali buborék). Amennyiben
nem torténik meg az interakcio a naszcens Rptl és Rpt2 kozott, képzddésiik
egymastol elszeparalva valosul meg (also, bal oldali buborék), mely hibas fe-
hérjék eldallitasdhoz, és végsd soron ezek lebomlasdhoz vezet.
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A sejtek kifinomult gépezetet fejlesztettek ki annak biztositasara, hogy a
fehérjék a megfeleld sorrendben menjenek keresztiil a kiilonbzo érési 1épése-
ken. A riboszoémak megtorpanasa azonban megszakitja ezt a folyamatot, és
aberrans naszcens fehérje termékek eldallitdsahoz vezethet, melyek toxikusak
a sejt szamara. A riboszoma mindségellendrzési mechanizmusa (RQC) koor-
dinalja ezeknek az aberrans termékeknek a lebomlésat: a transzlacidoban vesz-
tegld mRNS-t lebontja, a riboszomakat pedig Gijrahasznositja (Collart és Weiss,
2020). Ezért meglep6, hogy az asszembliszomak képesek megbujni az RQC
mindségellendrzési folyamatai eldl, noha a transzlacidoban vesztegld riboszo-
makat tartalmaznak. E jelenség hatterében feltehetden a fehérjék fazisszepara-
cioja all.

A sejtek zstfolt molekularis szinterek, ahol kiilonb6zd, olykor egymassal
ellentétben 4ll6 folyamatok zajlanak, igy ezeket idében és térben el kell kiilo-
niteni (Owen ¢€s Shewmaker, 2019). A sejten beliil szervezddott sejtszervecs-
kék egy része lipid membrannal hatarolt, am léteznek membran nélkiili or-
ganellumok (MLO-k) is, amelyek folyadék-folyadék fazisszeparacioval
(LLPS) jonnek létre (Alberti, 2017). Az LLPS egy olyan biologiailag szaba-
lyozott folyamat, mely soran specifikus makromolekulak (fehérjék, nukleinsa-
vak) membran nélkiili sejtszervecskékbe rendez8dnek, elhatarolodva az Oket
koriilvevo kornyezettdl. Ezek a struktarak folyadék cseppként viselkednek, ké-
pesek Osszeolvadni, deformalddni és atrendezddni, hasonldképpen a hiisleves
tetején Uszkalo zsircseppekhez, azzal a fontos kiilonbséggel, hogy ez esetben
nem zsirok, hanem RNS-ek ¢€s fehérjék, vagy csak fehérjék kiiloniilnek el a
sejtplazma tobbi részétél. Az MLO-k Osszetevoi nagyobb affinitadst mutatnak
egymashoz, mint a kdrnyezet molekulaihoz, ezaltal a kialakul6 két fazis kozott
a fazisszeparalt molekuldk eltérd koncentracidoban lesznek jelen (Owen és
Shewmaker, 2019). Az LLPS vizsgalatdhoz 1,6-hexandiolt hasznalnak, mely

egy alifas alkohol és képes a fazisszeparacido megbontdsara, ugyanis gatolja a
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fehérje-fehérje és fehérje-RNS molekuldk kozotti gyenge kdlcsonhatasokat
(Kroschwald €s mtsai. 2017).

Kutatocsoportunk célja az Rptl és Rpt2 tartalmu asszembliszémakhoz ha-
sonl¢ struktirak azonositasa €s azok jellemzése (2. dbra). Pilota kisérleteinket
Saccharomyces cerevisiae-n, pékéleszton végeztiik, mely egy egysejtli eukari-
ota. Ez egy rendkiviil kdzkedvelt modellorganizmus a molekularis bioldgia-
ban, mivel egyszert életciklussal rendelkezik, konnyen tenyészthetd, a génje-
inek felépitése és szabalyozasa jol feltérképezett. Vizsgalataink elsd fazisdban
arra a kérdésre kerestiik a valaszt, hogy melyek lehetnek azok a géntermékek,
melyek az Rptl és Rpt2 fehérjék képzddésénél megismert transzlacios szaba-
lyozas alatt allnak, egészen pontosan asszembliszomakban tarolédnak. Ennek
vizsgalatahoz bioinformatikai elemzéseket végeztiink, mely sordn megvizsgal-
tuk és rangsoroltuk az Gsszes ismert éleszté fehérjekomplex alegységeit azon
kritériumok alapjan, melyekrdl tudjuk, hogy meglétiik nélkiilozhetetlen az
asszembliszomak létrejottéhez. El16szor is rangsoroltuk a fehérjéket kiillonbozo
algoritmusok segitségével a riboszomakbol eldszor kibukkanod végiik (amino-
, vagy N-terminalisuk) rendezetlensége alapjan, mivel ezek megléte sziikséges
ahhoz, hogy az altalunk vizsgalt membran nélkiili citoplazmatikus granulumok
kialakuljanak (Panasenko és mtsai. 2019). A legjobb talalatok koziil kizartuk
azokat, amelyek N-terminalisanak elsé 25 aminosava nem tartalmaz lizint. En-
nek oka, hogy amint a szakirodalombdl ismert, az asszembliszomak stabilita-
sdhoz nélkiilozhetetlen az N-terminalison végbemend poszttranszlaciés modo-
sitds, a monoubiquitindcid, amely lizin aminosavakon valosul meg (Panasenko
¢és mtsai. 2019). Az ubiqutin egy, a fehérjék funkcidjara hatassal 1évo jelmole-
kula. Harmadik szlir6ként pedig a rendezetlen N-terminalist fehérjéket kodold
MRNS-en kerestiink olyan szakaszokat, amelyekrdl ismert, hogy a transzlacio

megakaddsdhoz vezetnek, ami az asszembliszomak kialakulasahoz sziikséges
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(Ghoneim ¢és mtsai. 2018). Meglepddve tapasztaltuk, hogy a legjobb talalata-
ink kozott olyan fehérjék dusultak fel, melyek a kdrnyezeti stresszvalaszban
jatszanak szerepet. Ezen taldlatok kozil valasztottunk ki néhany jeldltet to-
vabbi vizsgalatokhoz. Legrészletesebben az Sgs1-et (Slow growth suppressor
1) vizsgaltuk, amely egy DNS helikdz ami egy haromtagi komplex részeként
szerepet jatszik a DNS altalaban kiils6 hatasra (pl. radioaktiv sugarzas) 1étrejott
kettds szalu torésének javitasaban (Gravel és mtsai. 2008; Mimitou és Syming-
ton, 2008).

Kideriilt, hogy UV fénnyel besugarozva a sejteket, az EDTA jelenlétében
cukoroszlopon keresztiil pelletalodd asszembliszomak SGS1 mRNS tartalma
jelentdsen lecsokken €s ezzel parhuzamosan a poliszoméakon megné. Azaz az
asszembliszomakban véarakozé SGS1 mRNS UV fény hatasara folytatja a
vagy a DNS hibak jelenléte vonja-e magaval, tovabbi kutatasokat igényel.
Azonban a sejtek stresszvalaszanak megértésében mindenképpen attorést je-
lent6 felfedezés, hogy egy képzddésében gatolt, de arra elokészitett, DNS hi-
tasara. Elesztével folytatott kisérleteink fontos eredménye, hogy a folyadék-
folyadék fazisatmenetet gatld 1,6-hexandiol kezelésre az SGS1 mMRNS meny-
nyisége lecsokken az asszembliszomékban, ami arra utal, hogy az asszembli-
szomak folyadék-folyadék fazisszeparacioval jonnek létre. Ez az ismeret ké-
sObbi kisérleti stratégidink megtervezésében rendkiviil fontos fegyverténynek

bizonyult.
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Kisérleti elrendezés
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2. abra: Folyamatabra a riboszomak és az asszembliszomak tisztitasi modsze-
rérol. Az asszembliszomak tisztitasa a riboszémak két alegységét szétkapcsolo
Etilén-diamin-tetraccetsav (EDTA) jelenlétében végzett 60%-0s cukoroszlo-
pon torténd ultacentrifugalassal torténik. Az €lesztd sejteket exponencialis fa-
zisig novesztjiik, majd a sejtlizatumot centrifugaljuk. Az asztali centrifugélés
soran (10 perc, 8.000 x g, 4°C, ahol a g nehézségi gyorsulas) megszabadulunk
a sejttormelékektol, a fehérje aggregatumoktol és iilepitjiik a stressz granu-
lumokat és a P-testeket. A feliiliszot a 60%-os cukoroszlop tetejére rétegez-
ziik, majd EDTA jelenlétében vagy anélkiil ultracentrifugaljuk oket (4 ora,
163.000 x g, 4°C). Az EDTA megfeleld koncentracidoban alkalmazva szétkap-
csolja a riboszoma kis és nagy alegységét, ennek eredményeképp az iilepitést
kovetoen a pelletben, vagyis a nehéz frakcioban megjelené RNS nem Ilehet
mas, mint EDTA-rezisztens granulumban tarolt mRNS, mivel csak azok képe-
sek atjutni a stirli cukoroszlopon, mig a szétkapcsolt riboszomék a cukorosz-
lopban maradnak, a riboszomakbol kiszabadult mRNS-ek pedig a feliiluszo-
ban. Ezzel szemben, ha a kisérletet EDTA jelenléte nélkiil végezziik el, a pel-
letben nemcsak a granulumokban tarolt mRNS-ek lesznek jelen, hanem az
MRNS-ek altal 6sszekotott riboszoma fiizérekhez (szaknyelven: poliszémak-
hoz) kapcsoltak is, mivel a riboszomakat nem kapcsoljuk szét, igy a poliszo-
mak — mivel stirliségiik elég nagy hozza - képesek lesznek atjutni a cukorosz-
lopon. A fugalast kovetden a kiilonbozo frakciokbol RNS-t tisztitunk és fehér-
Jét 1zolalunk, és kiilonb6zd modszerekkel vizsgaljuk a frakcidkat (pl: az
MRNS-ek jelenlétét és mennyiségiik meghatarozasat szolgald RT-qPCR mad-
szerrel, vagy a fehérjék kimutatasara és mennyiségi meghatarozasara alkalmas
Western blottal).
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Asszembliszomak lehetséges szerepe a kemorezisztenciaban

A korabban leirtak alapjdn egyértelmiien kdvetkeztethetlink arra, hogy az
asszembliszoméknak jelentds szerep jut a sejtet ér0 stresszek, kiilonosen a
DNS karosito hatasok elleni védekezésben. A daganatok kezelésére széleskor-
ben alkalmazott kemoterapias szerek szamos esetben célozzak a DNS-t, tehat
genotoxikus stressznek tekinthetdk, a sugarterdpidhoz hasonléan. Az ilyen te-
rapias megkozelitések esetében szamos esetben jelenik meg a daganat terapia-
val szembeni rezisztencidja. A kemorezisztencidk hatterében allhat a sejt meg-
novekedett stressztlir6 képesége, ennek oka lehet az, hogy a tumorsejt asszem-
bliszomakat halmoz fel, segitségiikkel fenntartja a génkifejezodést akkor is, ha
a gének 4tirdsa a sejtmagban gatolt, s6t feltételezziik, hogy olyan fehérjék kép-
z0dése fejezddik be segitségiikkel, amik segithetik a méreganyagok semlege-
sitését. Ez azért is lehetséges mert a tumorsejtek sok esetben éppen azoknak a
sejteknek a leszdrmazottai, amik olyan proteotoxikus vagy genotoxikus
stresszhatdsoknak voltak kitéve, mint példaul a dohanyfiistben 1évo kéros
anyagok. Nem ismeretlen tehat szdmukra a DNS-t vagy a fehérjéket érd
stresszhatds. Ezt timasztjak ald a kutatocsoportunk altal végzett kisérletek, me-
lyekben rontgensugarzasnak tettiink ki tiidétumor eredeti A549 sejteket. Eb-
ben a kisérletben kimutattuk, hogy a fazisszeparaciot gatlo, asszembliszomakat
feloldo 1,6-hexandiol kezelés csokkenti a sejtek talélését ismételt besugarzas

esetén.

Asszembliszomak vizsgalata human sejtvonalakon

Kutatécsoportunk A549, Dul45, Colo320, HeLa, és MCF7 human sejtvonala-
kon végzett kisérleteket. Ezek soran kimutattuk, hogy a human sejtek tartal-
maznak olyan ultracentrifugdléassal tilepithetd riboszoma tartalmu strukttrakat,

amik ellendllnak az EDTA riboszomékat szétkapcsolo hatasanak, és megtalal-
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hatok benniik aggregaciora hajlamos fehérjék mRNS-ei is. Az igy készitett pel-
letek és a sejtekben aggregalodott fehérjék tomeg-spektrometriai analizise so-
ran 139 olyan fehérjekomplex alkotdit azonositottuk, melyeket még nem vizs-
galtak fazisszeparacio szempontjabol. Ezen komplexek kozt nagyszamban vol-
tak jelen olyanok, melyek egyes tagjainak mennyisége lecsokkent a mintakban,
ha a fazisszeparaciot gatlo 1,6-hexéandiollal kezeltiik a sejteket. Tovabba a
komplexeket alkotod fehérjék mRNS-ei is érzékenyek voltak az 1,6-hexandiol
kezelésre. Ezen feliil sugarterapianak ellenalld A549 sejtekben transzmisszios
elektron mikroszkdpidval megfigyeltiink olyan kdralaku, riboszomékat tartal-
mazo strukturdkat, melyek mérete megfelel az asszembliszomak feltételezett
és korabbi kisérletek alapjan szamitott 100 nm koriili méretének. Atlagosan 8-
9 riboszomat tartalmaznak. Ezek a riboszéma gytirtik szintén 1,6-hexandiol ér-
zékenyek. Mivel az asszembliszomak elsddleges szerepét a stresszvalaszban
sejtjiik, a sejteket Rontgensugarzasnak tettilk ki 1,6-hexandiol jelenlétében
vagy pedig anélkiil. Ezen kisérlet eredményei alapjan az egyszeri besugarzas
esetén nincs kiilonbség az 1,6-hexandiol kezelt és kontrol sejtek életképessége
kozott, kétszeri besugarzas esetén azonban a hexandiol csokkenti a sejtek tal-
¢lését a kontrolhoz képest. Ez a jelenség feltételezhetéen annak tudhatd be,
hogy az els6 sugardozis utan kialakul6 asszembliszomakat feloldjuk az 1,6-
hexandiol kezeléssel és igy a sejtek védtelenebbek lesznek a masodik sugardo-
zissal szemben. A kisérlet egyben felveti egy stresszhatéasra kialakuld moleku-

laris memoria 1étezését, ami az asszembliszoémakon keresztiil valosulhat meg.

Az Rpb1 aggregacio diagnosztikai szerepe

A daganatos megbetegedések egyik legelterjedtebb kezelési modszere a kemo-
terapia, melynek egyik valtozata az igynevezett neoadjuvans terdpia. Neoad-
juvans kezelést lokalisan eldrehaladott tumorok esetén alkalmaznak. Célja a

kdnnyebb operalhatdsag, de el6fordul a tumor teljes regressziodja is. A terapiara
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adott valasz alapjan 3 csoportba sorolhatjuk a betegeket: teljes regresszio ese-
tén a daganat eltlinik, részleges vagy mas széval parcidlis regresszid esetén a
daganat mérete lecsokken, igy konnyebben operalhatova valik, egyes betegek
nem mutatnak semmilyen valaszt a kezelésre, ebben az esetben nem beszélhe-
tiink regressziorol. Malignus emlddaganat mintakon végeztiink immunfestést.
A mintak a neodajuvans kezelés el6tt vett biopszidk voltak. Az RPB1 fehérje
nagyobb alegysége. Ennek a komplexnek a feladata az mRNS-ek szintézise.
Az Rpbl fehérje éréséhez a Ccr4-Not komplex toborozza a dajkafehérjéket
(Villanyi és mtsai. 2014), amennyiben a fehérjék helyes konformacidjat és 6sz-
szeszerel6dését biztositd dajkafehérje halozat elemeibdl hiany all fenn, szintén
hibés, oldhatatlan, konnyen kicsapddo fehérjék képzddhetnek (Juszkiewicz és
Hegde, 2018). Ezen tulajdonsagai alapjan valasztottuk ki az RPB1-et, mint a
sejtek dajkafehérje kapacitasdnak vizsgalatdra alkalmas indikator fehérjét.
Vizsgalataink soran azt figyeltiik meg, hogy azon betegek mintaiban, akik nem
mutattak megfeleld valaszt a kezelésre, a tobbi betegcsoporthoz képest jelen-

tdsen gyakrabban lattunk nagyméretli citoplazmatikus RPB1 aggregatumokat.
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Egyesitett
csatornak

Sejtmagok RPB1 HSP90AB

Nincs regresszio

Parcialis regresszio

Teljes regresszio

3. abra: Rpbl aggregacio tipusai kemoterapiara kiilonboz6képpen reagalé em-
l6tumorokban. Az abran a kemoterapiara adott haromféle valasz alapjan beso-
rolt paciensekbdl szarmazo 1-1 kezelés el6tti minta lathato. Kékkel a sejtma-
gok, zolddel a RPBI1 fehérje, pirossal a HSP90 dajkafehérje kertilt abrazolasra.
A piros nyilak kisebb, a sarga nyilak nagyobb méretii citoplazmatikus RPB1
aggregatumokat jelolnek. A fehér mércék 10 um-esek.

A nagyobb Rpbl aggregatumok jelenléte a kemoterapiara rosszul reagalo
tumorok esetében arra utal, hogy ezekben a tumorsejtekben a fehérjeszintézis
pontossaga feltehetden leromlott és a dajkafehérje rendszer nem latja el meg-

felelden a feladatat (3. abra). Ennek kovetkeztében hibas fehérjék képzddnek,
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melyek kozt olyan fehérjék is lehetnek, amiknek szerepiik lenne a programo-
zott sejthaldl kivaltdsaban, igy pedig a tumor regresszidjaban. Az aggregalo-
dott RPB1 arra utalhat, hogy a regressziot nem mutato betegek esetében a tu-
mor Kkisebb mértékben tamaszkodik a transzkripciora és a tuléléséhez sziiksé-
ges fehérjék szintéziséhez, és a génkifejezodésiiket késébbi Iépések - mint ami-
lyen példéaul a transzlacid - megvaltozott szabalyozasaval kompenzaljak. Ezek-
nél a betegeknél értheté mdodon az alkalmazott kemoterapids szerek, mint pél-
daul a doxorubicin vagy az epirubicin a DNS-be épiilve gatolja ugyan a DNS
masolasat (replikaciot) és az mRNS szintézist, de ez nem jelentds hatas ese-
tiikben, mert vélhetden eleve fel vannak késziilve a transzkripci6 hidnyara az
osztodasukra, és novekedésiikre korlatozodo génmikodésiik fenntartasahoz.
Leanysejtjeikben a kemoterdpias szerek toxikus dozisa pedig jelentdsen le-
csOkkenhet. Egy ilyen jelenség korabbi ismereteink alapjan nagy valoszinii-

séggel kothet6 az asszembliszomakhoz.

SMART (Somatic Mutation And Recombination Test)

A kovetkezokben bemutatott, ecetmuslican (Drosophila melanogaster) elvég-
zett tanulmany elméleti alapjait Szabad Janos Genetikai Mozaikok C. konyvé-
nek e modszerre vonatkozé leirasa (Szabad, 2019), valamint Graf és munka-
tarsai (Graf és mtsai. 1984), illetve Wiirgler és munkatarsai (Wiirgler és mtsai.
1985) éaltal irt tanulmanyok adtak. Tudva, hogy a mitotikus rekombinacié a
kettos-szala DNS-torések indikatora, a muslica kivalo marker mutacioéi, vala-
mint a szarnykezdemények fejlddésének ismerete lehetdvé tette az un.
SMART eljaras kidolgozasat. A SMART mddszerrel nem csak valamely fizi-
kai, kémiai, bioldgiai tényezé DNS-t6rd hatdsat lehet kimutatni, hanem meg
lehet mérni annak erdsségét is. A modszer elvi alapja a kdvetkez. Az mwh
(multiple wing hairs) recessziv mutacié homozigéta formaban olyan szarny-

sejteket hoz létre, amikbdl a vadtipust, egy hosszll szarnyszor helyett hdrom
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kisebb szérszal jon 1étre. Az flr (flair) mutacio pedig egy megégett szérszalra
emlékeztetd képletet hoz 1étre a szérszal helyén homozigota formaban. Hogy
egyszerliien megallapitsuk egy mutagén hatas indukal-e mitotikus rekombina-
cidt, azaz okoz-e kromoszomatorést, a kovetkezoket kell tenniink: El6szor is
készitsiink mwh/flr transzheterozigéta larvakat. Ezek a larvak ugyan hordoz-
zak a mutéaciokat, mégis vad fenotipusuak, mivel az egyik sziil6t6l 6rokolt, ép
gének funkciodi ,,potoljak™ a mutaciok altal elvesztett funkciokat. Mivel az flr
¢s az mwh mutaciok ugyanazon a kromoszoman 1évé kiilonb6z6 génekben
vannak (ugyanakkor az egyik az apai, a masik az anyai oldalrdl jon, tehat a
larvak transzheterozigotak), a DNS-hibajavitasa miatt rekombinacioval homo-
zigbta allapotba keriilhetnek, és ezzel olyan utddsejtek is 1étrejohetnek, ahol
vagy az egyik, vagy a masik tulajdonsag nyilvanul meg. Ezért, ha kitessziik
Oket a vizsgalt hatdsnak, hogy aztan a kikeld muslicak szarnyaibol tehat pre-
paradtumot készitsiink, rajtuk a vadtipust hattéren mozaikfoltokat fogunk ta-
lalni, amennyiben a vizsgalt hatds rekombinéacion alapuld DNS hibajavitast
1déz eld. A mikroszkop alatt a sok vadtipusu, egy szOrszalat tartalmazo szarny-
sejttol szinte szempillantasra elkiilonithetdk a harom (mwh), vagy a megégett
(flr) szorszalakra emlékeztetd képleteket tartalmazo mozaikfoltok, ikerfoltok
(4. abra). (Stern, 1936; Lindsley és Zimm, 1992; Hoffmann, 1994).

Az ismertetett eljards akkor miikodik megfelelden, ha viszonylag sok sej-
tet ér az altalunk valasztott hatds. Olyan larvak kezelésére van tehat sziikség,
amelyekben a szarny-imagokorongok mar tobb ezer sejtbdl allnak, de a sejtek
még osztodnak. Ennek tudatdban a kezelésre a pete lerakasa utani 96. 6ra ko-
riili id6pont a legmegfelelobb. A kikeld muslicak szarnyaibol preparatumot
kell késziteni, igy vizsgalhatova valik, hogy az adott hatas okozott-e modosu-

last a DNS-ben. (Graf és mtsai. 1984).

127



{0' (WA | "“
|

AR

(LI P W

l,, I8 | .. 5 ’ I . A\ i

4. abra: Az ikerfolt a transzheterozigéota mwh/+; flr/+ ecetmuslica szarnyan
(kromoszoématorés homoldg rekombinacioval tortént javitasara utal). A fehér
mérce 20 pm-t jelol. Amennyiben a mozaik foltok gyakorisaiga meghaladja a
kontroll értékét, megallapithatd, hogy a vizsgalt hatas DNS-torést okoz. Az
események gyakorisagat, a mutagén hatds ersségét az f=(n*m)/(N*C) 6ssze-
fliggéssel mérhetjiik, amelyben n a mozaik foltok, N a vizsgalt szarnyak szama,
m a mozaikfoltok atlagos mérete, C pedig az egy szarnyat alkoto sejtek szama
(kb. 30000). A SMART modszer egyszert, olcséd €s érzékeny. Rutinszertien
alkalmazzak kornyezeti hatdsok kromoszomatord képességének vizsgalatara.
A foltméret (m) kiszamitasahoz csak az mwh, és az ikerfoltok mwh részét vet-
tikk figyelembe. Azért, mert az flr foltok csak nagy kiterjedésti mozaikfoltokon
felismerhet6ek, a kisebbeken az flr mutaci6 az érintett géntermék hosszu élet-
tartalma miatt nem mutatkozik meg.

Gének, muslicak és keresztezések (torzsek)
Csoportunk az 1,6-hexandiol mutagén hatasat vizsgalja (ROntgen-sugarzassal

kiegészitve, illetve nélkiile). A keresztezésilinkbdl kikeld larvakat kilencvenhat
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oras allapotban tettiik ki az alabb részletezett kezeléseknek. Négy csoportot
hoztunk 1étre: kontroll csoport, 1000 rad Rontgen-sugarzasnak kitett csoport,
1,6-hexandiollal (25 V/V%) kezelt csoport, illetve mindkét kezelésen atesett
csoport. Mindegyik keresztezés kétféle utodot hoz 1étre, azaz a marker-hetero-
zigota (mwh flr+ / mwh+ flr) és a balanszer-heterozigota (mwh flr+ / mwh+
TM3,Ser) muslicakat. A dominans Ser (serrate) marker lehetdvé teszi e két ge-
notipus szarnyainak megkiilonboztetését, a TM3 a ,,balanszer-kromoszomara”
utal, amely tobb inverziot tartalmaz, megakaddlyozva ezzel a rekombinacios
eseményeket. A szarnyakat mikroszkop targylemezeken rogzitettiik és 400-
szoros nagyitassal megvizsgaltuk. Feljegyeztiik az egyesfoltok és az ikerfoltok
gyakorisagat és méretét. Az egyes-foltok (tobbnyire mwh, ritkan flr) kiillonb6z6
tipusu mutaciokbol (deléciok, pontmutaciok, specifikus kromoszoma-rendel-
lenességek stb.) vagy rekombindciobol szdrmazhatnak abban az esetben, ha a
két markergén kozott mitotikus atkeresztez6dés zajlik le. Ikerfoltok (egy mwh-
s és egy flr-es teriiletb6l) mitotikus rekombinacioval allnak el6, a flr marker és
a 3. kromoszoma centromerje kozott. (Stern, 1936; Lindsley és Zimm, 1992;
Span6 és mtsai. 2001).

A muslicakat 25°C-on, 30 ml-es fiolakban (10 ml standard muslica tapta-
lajjal) taroltuk, kétnaponta atraztuk oket 0 fioldba az esetleges fertdzések el-
keriilése érdekében. A kontroll csoport és az 1,6-hexandiollal kezelt csoport
vizsgalataval és Osszehasonlitdsdval kovetkeztetni tudunk az 1,6-hexandiol
mutagén hatasdnak meglétére (vagy hianyara), illetve annak erdsségére, mig a
fennmarado két csoport eredményeibdl tovabbi kovetkeztetések vonhatok le
mind az asszembliszomak, mind az 1,6-hexandiol mutagén/toxikus hatasanak
tekintetében.

Eldzetes eredményeink szerint az 1,6-hexandiol 6nmagaban jelentdsen na-
gyobb halalozasi arannyal jart a 1arvak korében, mint Rontgen-kezelés mellett.

Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy az 1,6-hexandiol hatasara felold6do
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asszembliszomakbol ,.felszabaduld”, normal esetben kettds-szali DNS-torés
esetén aktivaloddo DNS-hibajavito fehérjék DNS-torés hianyaban az ép DNS-t
modositjak, ezzel sok esetben visszafordithatatlan karosodast okozva. Ellen-
ben, ha Rontgen-sugérzassal kivaltjuk a kettds szala DNS-torést, akkor az 1,6-
hexandiol 4ltal az asszembliszomakbol felszabaditott DN'S-hibajavito fehérjék
jelenléte indokolttd valik és segiti a talélést. A kizarolag 1,6-hexandiollal ke-
zelt csoportban a talélok valoszintileg a populacié azon egyedei kozé tartoz-
nak, amelyek rendkiviil ellenalloak az 1,6-hexandiollal szemben, ugyanis raj-
tuk mozaikfolt egyaltalan nem volt detektalhato. A mutécios ratat tekintve a
kontrolltdl két nagysagrenddel magasabb értéket produkalt mind a Rontgen-
kezelt, mind a kettds-kezelt csoport, &m a Rontgen-kezelteknél magasabb a re-
kombindcios frekvencia.

Kisérleti eredményeinket a besugarzott larvakbol izolalt asszembliszomak
BLM (Bloom syndrome protein) mRNS-énck mérésével egészitettiik ki. A
BLM gén az ecetmuslicdban (DmBIm) az élesztében 1évé SGS1 gén megfele-
16je, szaknyelven ortoldgja (Kusano és mtsai. 1999). A besugarazott larvak
asszembliszomaiban a BLM mRNS mennyisége lecsokken a nem kezelt lar-
véakhoz képest. Ugy tiinik tehat, hogy az asszembliszomak a muslicak szarny-
sejtjeiben éppen Ugy reagalnak a DNS karositd hatdsra, mint az ¢élesztdsejtek-
ben. Annyi a kiilonbség, hogy az ecet muslicdk megfigyelésével szemet gyo-
nyorkodtetdbb fenotipusokat is nyomon tudunk kovetni, mint amilyen a letali-

tas/halal.

A fazisszeparacio és az asszembliszOmak szerepe a novényekben

A novényvilag jelentds szereppel bir a foldi élet torténetében, s jelenleg is a
bioszféra egyik alapkdvének tekinthetd. Az allatvilaggal ellentétben a maga-
sabbrendii novények helyhez kotott életmodot folytatnak, s a kornyezetiikben

megtaldlhat6 karosité hatdsokra csupan szervi, szoveti, vagy akar sejtszintii
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mechanizmusokkal tudnak valaszolni. A sejtszervecskék mellett fazisszeparalt
szemcsék is szamottevd szereppel birnak a sejtben zajlo biokémiai folyamatok
térbeli és idébeni szervezddésében. A makromolekuldk kolesonhatasaibol di-
namikusan kialakulé apro részecskék pontos funkcidja még ismeretlen, de je-
lenleg is aktiv kutatas targyat képezi a novénybioldgiaban.

Az eukariotak kozott szamos olyan szemcsét kiilonbdztethetiink meg, me-
lyek evolucidsan konzervaltnak tekinthetek, s megtalalhatoak a ndvényi sej-
tekben is. Ilyenek tobbek kozott a sejtmagvacska és més sejtmagi struktarak, a
P-testek, stressz granulumok (Xu és mtsai. 2021). Felfedezésre keriiltek ellen-
ben olyan részecskék, melyek tulajdonsagai €s szerepe jelentdsen kiilonboznek
mas ¢€lolényektol. A novények egyik legjellemzdobb tulajdonsaga a 1égkori
szén-dioxid atalakitasa szerves szénné. Ebben kulcsfontossagi a Rubisco (Ri-
buloz-1,5-biszfoszfat-karboxildz-oxigendz) enzim. Az enzim karboxiléz aktivi-
tasa soran torténik a szén-dioxid megkotése, de a reakcid lejatszodhat ellenté-
tesen is. A karboxilaz aktivitas fenntartasdhoz egy térben magas CO2:0:
aranyra van sziikség, kiilonben a reakcié mindkét iranyba lejatszodik (Bar és
mtsai. 2019). A fotoautotrof tengeri egysejtiiek képesek a napfény energidjat
felhasznalva szerves molekuldk gyartasara. A benniik talalhaté pirenoid test,
egy fazisszeparalt szén-dioxid megkotésére képes szemcse. A szerkezete fo-
lyadékszerii (Rosenzweig €és mtsai. 2017), s egy protein koré szervezddik
(Mackinder és mtsai. 2016), igy fenntartja a Rubisco enzim miikodését. A
prokariota cianobaktériumokban talalhatd karboxiszomak szerepe hasonlo a
pirenoid szemcséhez, s ezekrdl is bizonyitast nyert a folyadékcsepp szerti fa-
zisszeparacio (Wang és mtsai. 2019).

A mag csirdzésa szempontjabol az egyik legjelentésebb kornyezeti té-
nyez6 a viztartalom. A hidratacid6 megkezdésekor a fehérje gyorsan fazissze-
paralt szemcsékbe szervezddik a citoplazmaban, s ha a kornyezet viztartalma

alacsony, ledllitja a csirdzast, s a fehérje a kiszaradas soran ismét szétszorodik
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a citoplazmaban. Ez a reverzibilis folyamat magyarazatot adott a magvak viz-
tartalom érzékelésére, mely igen sokaig ismeretlen volt (Ouyang és mitsai.
2020). Az irodalomban emlitésre keriilnek még ezen kiviil més ¢letfolyamatok
is, ahol a fazisszeparacio fontos szereppel rendelkezik, mint példaul a fény
vagy héérzékelés, a hormon jelatvitel vagy a pollenfal szintézis. Osszességé-
ben kijelenthetd, hogy jelentds szabalyozé mechanizmusrol beszélhetiink. Az
asszembliszomak vizsgalata soran, amennyiben a fazisszeparaciora hatd anya-
gokkal dolgozunk, mindenképpen észben kell tartani, hogy a fontebb emlitett
folyamatok is érintve lesznek. Ezért a fazisszeparacid gatlasanak lehetdségét
kihasznal¢ kisérleteinkben mindig az asszembliszoéma izoldtumok dsszetételé-
ben bekovetkezd valtozasokra kell fokuszalnunk, hogy ne adjunk esélyt téves
kovetkeztetések levonasara.

A novények helyhez kotott életmodjuk soran a kornyezet kdros hatdsaival
szemben sokkal védtelenebbek, mint a helyvaltoztatasra képes élolények.
Adott a kérdés, hogy a fazisszeparacio szerepet jatszik-e a stressz kivédése so-
ran? Az elébb emlitett, embridoban megtalalhato protein segit érzékelni a viz-
hianyt, igy elkeriilve a kiszaradast. Az eukariota stressz granulumok karos ha-
tas soran létrejovo citoplazmatikus mRNS és protein csoportosuldsok, melyek
szabalyozzék a stressz valaszt, igy segitve a novények talélését (Kosmacz és
mtsai. 2019). Novényekben nem tartalmaznak riboszomakat, csupan a transz-
laci6 megkezdéséhez sziikséges fehérjéket. Stressz helyzetben ez eldnyos a
sejtnek, hiszen, ha a mRNS szintézis meg is szilinik, a védelemben szerepet
Jjatsz6 fehérjék szintézise akkor sem all le teljesen. Hasonlo szereppel birhatnak
az asszembliszomak, de veliik kapcsolatban még nem rendelkeziink irodalmi
adatokkal. A kutatasaink soran sikeriilt kimutatni ezen sejtalkotokat ludfiiben,
s mennyiségliket a hdkezelés erdteljesen befolyasolta. Az dsszetételiik és sze-
repiik még kérdéses, de a stressz granulumokkal ellentétben mar Gsszeallt,

transzlacié kozben megakadt mRNS-t és riboszomakat tartalmaznak. Mivel a
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transzlacié mar megkezdddott, igy kornyezeti hatasra sokkal gyorsabb reakci-
ora adnak lehetdséget. Stressz helyzetben gatlas Iéphet fel a transzkripcid vagy
transzlacié megkezdése sordn egyarant. Az asszembliszomak ilyen feltételek
toséget biztositva a sejt tulélésére. Mas eukariota €lolényekben az UV, a ho és
a nehézfémek karos hatasainak kivédéséhez jarulnak hozza. Valoszinisithetd,
hogy ez a hatés a legtobb ¢l0 és ¢€lettelen forrasbol szarmazo stressz soran 1ét-
rejohet. A novények szdmara a sejtszintli védelmi mechanizmusok jelentik
sokszor a védelem elsd és egyetlen vonalat, igy a jelenlétiilk mar dnmagaban is
fontos. Ez az 0j mechanizmus lehet6vé teszi a sejtek szamara a gyorsabb ¢és
pontosabb valaszt a kdrnyezetre, mely segitheti a tulélést.

Ez a sejtalkotd a novénybioldgia szempontjabol még ismeretlen, de az
asszembliszomdk kimutatisa mar 6nmagaban is egy fontos mérfoldké. Ez a
kisérleti eredmény betekintést nyujt a stresszvalasz egy 1j, eddig ismeretlen
részletébe, melynek valoszintileg jelentds szerepe van a novényekben. A lejat-
sz6d6 folyamatok pontos feltérképezése és leirasa jelenleg még nem lehetsé-

ges, de a kutatasunk segithet fényt deriteni erre a mechanizmusra is.

Osszefoglalas

Kutatocsoportunk eddig valamennyi vizsgalt eukaridta él6lényben azonosi-
totta az asszembliszomak jelenlétét. Eleszté, muslica és humén tumorsejtvonal
modelleken azt is igazoltuk, hogy az asszembliszomak egy evoltciosan kon-
zervalt funkciodja, hogy DNS karositd hatdsokra gyors €s biztonsagos valasszal
szolgalhasson a sejt. Véleményiink szerint a felfedezés kemoterapiara rezisz-
tens tumorok diagnosztikai modszerrel torténd kisziirésében, €s stressztiird no-
vények €s allatok nemesitésében hasznosulhat, de szamtalan egyéb teriileten is
elképzelhetd eldrelépés az asszembliszomakkal kapcsolatosan egyre boviilo is-

mereteink kovetkezményeként.
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