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PBS: phosphate buffered saline

PCR: polimerase chain reaction

PDB: protein data bank

PEG: polyethylene glycol

PSD-95: post synaptic density protein 95

RU: response unit

SFFKH: skalafiiggetlen fehérje-fehérje kolcsonhatasi halozat
SH2: Src homology 2

SH3: Src homology 3

SPR: surface plasmon resonance, magyar forditasban feliilet plazmon rezonancia
Tctex-1: t-complex testis-expressed 1

TEV: tobacco etch virus

TPS3bpl: tumor suppressor pJ3-binding protein 1
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10. Hivatkozasok



1. Irodalmi attekintés
1.1 Fehérje-fehérje kapcsolatok kialakulasa és halozatba rendezodése

A sejtekben lezajlo kiilonféle biologiai folyamatok miikddéséhez elengedhetetlen a
fehérjék, mint a szervezet effektor molekulainak Gsszehangolt, szabalyozott milkkddése. A
sejtekben egyidejiileg megtalalhato tobb tizezer féle fehérje nem izolaltan, hanem egymas
sejtbeli lokalizaciojat, mikodését szabalyozva, tobb alegységes fehérjekomplexekbe
szervezodve miikodik. Az azonositott fehérje-fehérje kapcsolatok szama napjainkban
rohamosan novekszik az olyan nagy-ateresztoképességli modszereknek koszonhetden, mint
példaul a tandem affinitasos tisztitas, az €éleszto kéthibrid modszer vagy az immunprecipitacid
(1. abra) (Rigaut et al. 1999; Li et al. 2004). A doktori munkam soran vizsgalt LC8 dinein
kénnytlanc sokféle, igen valtozatos tulajdonsagi partnerrel lép kolcsonhatasba. Mielott
részletezném az LCS8 tulajdonsagait, azért, hogy pontosabb képet kapjunk miikodésérol, a
bevezetd részben roviden Osszegzem a fehérje-fehérje kapcsolatok kialakulasanak,
szabalyozasanak molekularis jellemzoit, illetve halozatba rendezddésének szabalyszeriiségeit.
Attekintem az eukaridta linearis motivumok, az azokat felismerd domének altalanos
jellemzoit, tovabba a fehérje-fehérje kolcsonhatasok soran torténo szerkezetvaltozasok

alapjait.

1. dbra: Nagy-dteresztoképességii, éleszté kéthibrid médszerrel eddig feltdart Caenorhabditis elegans fehérje
interaktomja kozel 5500 fehérje-fehérje kapcsolatot tartalmaz. Az egyes pontok a kiilonbozé fehérjéket jelolik,
mig a vonalak a fehérjék kozdtti linedris kapcsolatot mutatiak. A kinagyitott rész a hdlozat egy darabjdt

részletezi. Forrds: (Liet al. 2004).



1.1.1 Domén-domén kozotti kolesonhatas

Két fehérje kozott kialakuld kapcsolat egyik lehetséges modja, amikor harmadlagos
szerkezettel jol definialt globularis fehérjék vagy a fehérjék doménjei nagy feliileten keresztiil
(~1000-2000 A% koétédnek egymashoz és alakitanak ki homo- vagy heterokomplexeket
(Chakrabarti et al. 2002). A domén-domén kozott kialakuld kapcsolatot gyakran kiterjedt,
nagy felszin kozvetiti (2. abra). Két globularis fehérje kapcsolatara jo példa a ciklin-fliggd
kinaz 2-nek (CDK2, Uniprot: P24941) a ciklin-A2 fehérjével kialakitott komplexe
(PDB: 3QHW).

2. dbra: A ciklin-A2 fehérjének
(tiirkiz) (A) és a ciklin-fiiggd kinaz
2-vel (sarga) alkotott komplexének
(B) kristalyszerkezete (PDB
kod: 30HW). A ket globularis
fehérje kozott kialakulo kapcsolatot

a ciklin-A2 molekulin zéld szinnel

kiemelt kiterjedt kotdfelszin
biztositja. Az  abrat  PyMOL

segitségevel készitettem.
1.1.2 Domén-linearis motivum kozotti kolcsonhatas

Eukaridtakban a fehérjék kozotti kapesolat masik lehetséges modja, amikor egy globularis
fehérje vagy egy globuldris domén kdotdarka és egy ugynevezett rovid linearis motivum
(tovabbiakban ELM, angol nyelvii leirata: Eukaryotic Linear Motif vagy Short Linear Motif
(SLiM)) kozott alakul ki a koOlcsonhatds. Mara mar tobb mint 180 féle domén-ELM

kapcsolatot azonositottak. (ELM adatbazis forrasa: http://elm.eu.org/elms/browse_elms.html).
1.1.2.1 Eukaridta linearis motivumokat felismeré fehérje interakcios domének

Az alabbiakban néhany, széles korben vizsgalt fehérje interakciés domén altalanos
jellemzdit mutatom be.

A legintenzivebben kutatott és legaltalanosabb interakcids domének koz¢ tartozik a PDZ
domén (Doyle et al. 1996; Harris et al. 2001) (3 B abra). Nagyjabol 250 féle PDZ domént
azonositottak koriilbeliil 100, igen valtozatos multi-domén felépitésii humén fehérjében, azaz
gyakran egy fehérjében tobb kopidban is megtalalhatoak. Szamos
membran-asszocialt, illetve allvanyfehérjének a része (példaul PSD-95, GRIP). Leginkabb a
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tobb  alegységes  szupramolekularis  fehérje = komplexek — Osszeszerelddésének
kozremikddésében jatszanak kulcsszerepet. Léteznek nem kanonikus PDZ domének is,
melyek foszfolipideket vagy a fehérjék belsejében talalhaté motivumokat ismernek fel, de
altalaban a fehérjék karboxil terminalisanal taldlhatdo 6-7 aminosav hosszsagu, hidrofob
karakterti szekvencidkhoz kapcsolodnak mikromolos disszocidcios allanddji affinitdssal
(Harris et al. 2001; Sheng et al. 2001).

Egy masik széles korben vizsgalt interakciés domén az Src homology 3 (SH3) domén, ami
egy prolinokban gazdag ¢-Pro-X-$-Pro motivumot ismer fel (a ¢ hidrofob, mig az X
barmilyen aminosav lehet) (3 A abra). A kis komplexitasu $-Pro-X-d-Pro motivum bar kis
affinitassal (K4 = 1-200 uM), de nagy szelektivitassal kotddik az SH3 doménhez. Az SH3
domén ezen tulajdonsdgai miatt széles korben megtaldlhatdé kiillonbozd jelatviteli
folyamatokban szerepet jatszo fehérjékben, mint példaul a Gbr2 kinazban vagy az Src tirozin

kindzban (Nguyen et al. 1998).

3. d@bra: Az A abran a
Caenorhabditis elegans
Sem5  fehérje  (human
ortologia a Gbr2 kindz)
karboxil  termindlisanak
SH3  doménje  (sziirke
szinnel — és  térkitoltott
modon dbrazolva) és a Sos

kinaz ~ PPPVPPR (az

kélcsonhatasbanban fontos
prolinok alahizva) kétémotivumanak komplexe lathato (PDB: I1SEM). B: A PSD-95 fehérje harmadik PDZ
doménjének (sziirke szinnel és térkitéltott modon dbrdzolva) a Cript karboxil-terminalis KQTSV peptidjével

alkotott komplex kristdlyszerkezete (PDB: 1BE9). Az abrat PyMOL program segitségével készitettem.

A fentebb példaként emlitett két interakcios domén (PDZ ¢és az SH3) inkdbb a
szupramolekularis fehérje komplexek szervezddéséért felel. A szupramolekularis fehérje
komplexek kialakulasaval az egyes fehérjék sejten beliili pontos eldfordulasi helye is
szabalyozott lehet. Ez a szabalyozottsdg megndvelheti a jelatviteli folyamatokban adott
sejtvalasz iranyitott tovaterjedésének hatékonysagat és megbizhatosagat (Harris et al. 2001;
Sheng et al. 2001; Tonikian et al. 2008; Scott et al. 2009).

Léteznek olyan interakcids domének, melyek megfeleld muikodéséhez az ELM-ek
valamelyik aminosavmaradék oldallancanak poszt-transzlaciés modositasa sziikséges (példaul

foszforilacid, acetilacid vagy ubiquitinacio) (lasd 1. tablazat) (Seet et al. 2006). Ezek a
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domének a jelatviteli folyamatok soran a sejtvalasz kozvetitésében jatszanak szerepet. A
kizarolag tobbsejtli é161ényekben eléforduld SH2 domén tipikusan egy foszfo-tirozin tartalmu
3-6 aminosav hosszisagu motivumot ismer fel. A 14-3-3 fehérje foszfo-szerin tartalmu
motivumra specifikus. A hisztonok acetilalt lizinjét felismeré bromo domént altalaban a gén,

illetve a kromatin szerkezetének szabalyozasaban részt vevo fehérjék tartalmazzak.

modositas aminosav interakcios domén
foszforilalas tirozin SH2, PTB
szerin, treonin 14-3-3, WD40, WW, MH2
acetilalas lizin bromo
metilalas lizin chromo
hidroxilalas prolin VHL B-domén
ubiquitilalas lizin UIM, UBA

1. tablazat: Kiilonbozé aminosavmaradék oldallancok poszt-transzliacios modositasat felismerd interakcios

domének.
1.1.2.2 Eukariota linearis motivumok altalinos jellemz6i

Az ELM-ek mérete altalaban 3 és 8 aminosav kozott valtozik. A domén és ELM kozotti
kotéserdsség a par mikromolostdl a nanomolos disszocidcids allandoji tartomanyon beliil
valtozhat. A rovid motivumokra azonban a komplexben kialakuld kevés kolcsonhatas miatt
inkabb a gyengébb, mikromolos disszocidcios allandoju affinitds jellemzé (Neduva et al.
2005). A fehérje-fehérje kdlcsonhatasok jelentds részében a komplex l1étrejitte tobb fliggetlen,
onmagaban alacsony affinitasi ELM részvételével is megvalosulhat. A szamos, egyenként kis
affinitadst koOlcsonhatds eredményeként gyakran nagy kotderdsséggel jellemezhetd, tehat
idében stabil komplex johet 1étre (lasd késébb az ,,Az eukariota fehérjék modularitasabol
adodo interakcios domén- és ELM felhalmozodas” cimii 1.1.2.5 fejezetben). Példaul a
szupramolekuldris komplexek kialakulasaért felelds domének kozotti kdlcsonhatas kevésbé
dinamikus, ezek esetében az asszociacids és disszocidcidos sebességi allandok altalaban
alacsonyabbak. Péld4ul a bromo és a chromo domének az acetilalt és a metilalt motivumokat
10 uM vagy anndl nagyobb disszociacids allanddval kotik. Ezek a domének altaldban nagy,
mutidomén szerkezeti fehérjékben talalhatdéak, amelyekben kiilonféle fehérje-fehérje
kolesonhatdsok sora erdsiti meg a negyedleges szerkezetet (Seet et al. 2006). A jelatvitel
soran gyakran fontos szerepet jatszanak az ELM-ek. A kinazok, foszfatdzok dokkold

motivumai vagy példaul az SH2 domén esetében a kolcsonhatasok nagy asszociacids €s
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disszociaciods sebességi allanddval jellemezhetdek, ennek megfelelden ezek a kdlesonhatasok
atmeneti jellege biztositja a jelatvitel megfeleld miikodését (Seet et al. 2006).

Az ELM-ekben altalaban egy-két kitiintetett pozicid (,,hotspot” vagy ,,core” motivum)
talalhatd. A kitilintetett poziciok mutéacidja gyakran elégséges a kolcsonhatas megsziinéséhez
vagy a drasztikus affinitdscsokkenéshez. A hatarolé aminosavak inkabb a kotddés
finomhangolasaért, a specificitds kialakitdsaért feleldsek, illetve gyakran tavtartdo funkciot
tolthetnek be. A motivumok kis méretiik és viszonylagos egyszeriiségiik miatt konvergens
evolucioval, tehat egymastol fiiggetleniil is létrejohetnek az egyes fehérjékben. Az ELM-ek
gyakran a fehérjéknek nem a globularis, hanem az ugynevezett funkcionalisan rendezetlen
régioiban taldlhatdak (,,/ntrinsically disordered region”, azaz IDR) (Tompa 2012). Gyakran
megfigyelhetd, hogy ezért az ELM-ek — f6leg azok Kkitiintetett pozicidi — nagyobb
konzervaltsagi fokot mutatnak a kdrnyezd, evoluciosan kisebb nyomasnak kitett, evolicios

szempontbol kevésbé stabil hatarold szekvenciaktol (Neduva et al. 2005; Chica et al. 2009).
1.1.2.3 Fehérje komplexek kialakulasa soran torténé szerkezetvaltozasok

Az enzimek ¢és szubsztratjaik kozott kialakuld specifikus kolcsonhatast 1894-ben Fischer
az ugynevezett ,.kulcs-zar” modellel magyardzta (Fischer 1894). A modell mind az enzimet
(zéar), mind a szubsztratjat (kulcs) merev szerkezetlinek feltételezte. A modellben az enzim
aktiv centruma vagy szubsztratk6td zsebe egyértelmiien definidlja szubsztratja méretét és
szerkezetét. Napjainkra azonban egyre tobb informdacidval rendelkeziink a fehérjék
szerkezetének dinamikajarol. A fehérjék nem merev, hanem allanddan fluktuald szerkezettel,
sz¢éles 1doskalan mérhetd dinamikéval jellemezhetdek. A fehérjék kozotti kdlcsonhatast ez a
kezdeti ,,kulcs-zar” modell igy csak igen specidlis esetekben irja le jol.

1958-ban Koshland a ,,kulcs-zar” hipotézist tovabbfejlesztette, €s bevezette az ,,indukalt
illeszkedés” modellt, amelyben egy merev szerkezetli partner vagy szubsztrat kotddik egy
fehérje vagy enzim kotdarkéba, szubsztratkotd zsebébe (Koshland 1958). A partner vagy
szubsztrat kotése soran a felszabadulod kotési energia a fehérje vagy az enzim szerkezetében
konformaécios valtozast idéz eld (4. abra).

Az indukdlt illeszkedés modellt kovette Straub Bruno, valamint Zavodszky Péter
fluktuacids fit elmélete, mely 25 évvel késébb Frauenfelder altal konformacids szelekcid
néven tort be a koztudatba (Straub 1964; Zavodszky 1966; Frauenfelder et al. 1991). A
modell szerint egyes fehérjék nem komplexalt, azaz szabad formajukban t6bb, egymadssal

Osszemérhetd szabadentalpia szintli konformacids allapotban léteznek. Az eltérd
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konformécios allapotokban a fehérje eltérd kinetikai illetve termodinamikai paraméterekkel
kot ligandumokat, ami meghatarozhatja a fehérje ligandumkotésének specifitasat. Az egyes
konformerek egyensilyi aranyait a szabadentalpia szintjiik kiilonbsége, tehat termodinamikai
Osszefiiggés szabja meg. Amikor egy olyan ligandum is jelen van, amely az egyes
konformerekhez eltérd affinitassal kotodik, bekdtése soran a termodinamikai egyensulyt a

hatékonyabban k6to konformer iranyaba tolja el (4. abra).

4.  dbra: A  fehérje-fehérje
kdlcsonhatdsok  sordn  bekidvetkezé /—. el it Tl gwzleniclos

szerkezetvdltozdsokat leiro = N

-0
konformdcios szelekcio- és indukalt c ? +
illeszkedés modellek. Konformdcios

¥

szelekcio sordn a partmer fehérje

ke

(narancssdarga) nem komplexdlt K,

_—

Jormdban kiilonbozd, de

termodinamikailag dsszemérhetd 5

8

+

konformdciés dllapotban taldlhaté. Az

egvik  komformdciés  dllapotdnak k‘
szubsztratiaval,  ligandumaval — valé Konformacioy szslekcio

kolesonhatdsa azonban Jjoval
kedvezébb. Az indukdlt illeszkedés esetében a kélcsonhatds sordn felszabadulo kotési energia szerkezetvaltozdst

eredményez a partmer fehérjében (narancssdrga). Forrds: (Kiefhaber et al. 2012).
1.1.2.4 Szerkezetvaltozasok az eukariota linearis motivumok kotédése soran

Az ELM-ek szabad formaban altalaban rendezetlen szerkezetiiek (IDR), azonban komplex
vesznek fel. Ez alapjan alfa és béta tipusu ELM-eket kiilonboztetiink meg (Mohan et al. 2006;
Vacic et al. 2007). Szamos esetben azonban nehéz megallapitani, hogy a kdlcsonhatas soran
tapasztalt konformacié valtozas indukalt illeszkedés vagy konformacios szelekcio elvén
torténik-e. Magneses magrezonancia vizsgalatok kimutattak, hogy szamos IDR esetében a
komplexalt formaban fellelheté masodlagos szerkezet mar a szabad formaban 1is
megfigyelheté (Fuxreiter et al. 2004). Megjegyzendo, hogy az idukalt illeszkedés és a
konformécios szelekcid két szélsO esetként is értelmezhetd, €s a valosagban ezek

kombinacioja is megvalosulhat.
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1.1.2.5 Az eukariota fehérjék modularitasabol adodo interakcios domén- és eukariota

linearis motivum-felhalmozodas

Eukariota fehérjék esetében gyakran tapasztalhatd, hogy kazetta-szerien egymassal
Osszeépill0 tobb azonos vagy kiilonbozé masodlagos szerkezetli interakcios domeént is
tartalmazhatnak. A fehérjék funkcionalisan rendezetlen régioiban gyakori az ugyanolyan vagy
kiilonbozé ELM-ek feldusulasa (Pawson et al. 2003). Az eukariota fehérjék fenti
modularitasbol adodoan igen valtozatos kapcsolatrendszert, mas szoval Osszetett, tobb

alegységes fehérje komplexeket képesek kialakitani.

5. dbra: A skdlafiiggetlen fehérje-
fehérje kolesonhatdsi  halozatokra

jellemzé csomdponti fehérjék koziil a

LWparty”  tipustak  az  azonos / : \j”
[ —

{}K@@

sejtfolvamatokban  szerepet  jdtszo \

partnerekkel hatnak kélcsén, mig a ~—/ wparty hUbehE,rJe’
Jdate” hub fehérje, azonos helyen és

.date”  tipustiak a  killonbézé  kiilonbozs helyen és SN idében

sejtfolvamatokat kapcsoljak dssze. Az dGben / h S / \

dbran azomos szinii pontok azonos

sejtfolyamatban szereplé fehérjéket - .
Jparty” hub fehérje,

dbrdzolnak. azonos helyen és

Forrds: (Han et al. 2004). id6ben
1.1.3 Fehérje-fehérje kolcsonhatasi halozat felépitése

A fehérje-fehérje kapcsolatok ugynevezett skalafiiggetlen fehérje-fehérje kolcsonhatasi
haldzatokat alkotnak (SFFKH). A SFFKH-ra jellemzo6, hogy a legtdbb fehérje kevés
kolesonhato partnerrel rendelkezik, azonban a fehérjék egy kisebb csoportja, az ugynevezett
csomoponti fehérjék, tobb tiz vagy akar szaz masik fehérjéhez is kotodhetnek. A SFFKH
altalaban ellenallo a véletlen mutaciokkal szemben, de igen érzékeny a csomoponti fehérjéket
érintd mutaciokra. Ebbol kdvetkezoen a csomoponti fehérjék feltinden konzervaltak
(Winzeler et al. 1999; Giaever et al. 2002). Osszességében elmondhatd, hogy a csomoéponti
fehérjék alapveto fontossagiiak a SFFKH globalis szerkezetének kialakitasaban, ezéltal a
kiilonbozo sejtélettani folyamatok mitkddésében. Hagyomanyosan két csoportra osztjak oket:
LWparty” (példaul Secl7, Sec22 és Vtil) és ,.date” (példaul kalmodulin) (5. abra) tipusra. A
wparty” csomoponti fehérjéknek jellemzoen egy adott sejtélettani funkcioban szerepld

partnerei vannak, és azokat egyidejilleg, akar egy adott sejtkompartmenten beliil kotik. A
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»date” csoméponti fehérjék ezzel szemben inkabb igen valtozatos sejtélettani funkcidhoz
kothetd partnereket kotnek kiilonbozé helyeken és idOben. Ezaltal Osszekapcsoljak a
kiilonboz bioldgiai folyamatokat (Han et al. 2004). Altalanossdgban elmondhatd, hogy a
Lwparty” kapcsolatok idében inkabb allanddak, mig a ,,date” kapcsolatok inkabb atmenetiek.
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1.2 Dinein konnyulancok

Gerincesekben eddig harom dinein konnyiilanc csaladot azonositottak'. Ezek az LC8
csalad (DYNLLI1 paralog, a human ortolég Uniprot kodja: P63167; DYNLL2 paralog, a
human ortolog Uniprot kédja: Q96FJ2), a t-complex asszocialt csalad — (Tctex-1/DYNLT1
paraldg, a human ortolog Uniprot kodja: P63172; Tctex-3/DYNLT3 paralog, a human ortolog
Uniprot kodja: P51808) és a Roadblock csalad (DYNLRBI, a human ortolog Uniprot kodja:
QIONP97; DYNLRB2, a human ortolog Uniprtot kodja: Q8TF09) (Pfister et al. 2006).

Mindegyik csalad tagjai enzimaktivitassal nem rendelkez6, homodimer fehérjék.

Tctex1 LCS8 LC7/Robl
. -
: R
1%
‘11—\L \g‘ @ #1‘
Nt *-“-’-\x‘z.f.

>Q9NP97 DYNLRE1L MAEVEETLKRLOSQKGVQGIIVVNTEGIPIKSTMDNPTTTQYASLMHSFILKARSTVRDI
>P63172 DYNLT1 MEDYQAARETAFVVDEVSNIVKEAIESAIGGNAYQHSKVNQWTTNVVEQTLSQLTELGKP
>P63167 DYNLL1 MCDREAVIKNADMSEEMQODSVECATQALEKYNIEKDIAAHTIKKEFDEKKYNPTWHCIVGR
>Q9NP97 DYNLRE1L DPOQNDLTFLRIRSKKNEIMVAPDEKDYFLIVIQNPTE

>P63172 DYNLT1 FEYIVTCVIMQENGAGLHTASSCFWDSSTDGSCTVRWENKTMYCIVSAFGLSI
>P63167 DYNLL1 NEGSYVTHETEHFIYEFYLGQVAILLEFESG

6. dbra: Az LC8 (DYNLLI), a Tctex-1 (DYNLTI) és a Roadblock (DYNLRBI) dinein konnyiildcok
szekvencidi és szerkezetei. A hdrom dinein konnyiildnc szekvencidlis eltérései ellenére szerkezetiik nagyfoki

hasonlosdgot mutat. Forrds: (King 2012).

! Mindhdrom csaldd megtaldlhaté mind az axondlis, mind a citoplazmatikus dinein komplexben, ami alapjdn
gytijténeviiket kaptdk. Az egyes kdnnyildnc csalddokat a felfedezésiik (Roadblock), mutdcidjuk okozta hatdsuk
(t-complex asszocidlt —,t-complex testis-expressed”), illetve a méretiik alapjin (LC8 — , megjegyzendd, hogy
meérete a felfedezést kbvetéen pontosabb meghatdrozds utdn 10,3 kDa-nak bizonyult) nevezték el.

’Radnai Lész16, Rapali Péter, Bodor Andrea, Perczel Andrds és Nyitray LaszIé eddig nem
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Az egyes dinein konnyiilanc csaladok az aminosav sorrendjiik tekintetében meglehetdsen
eltérnek egymastol, de érdekes modon térszerkezetiik (foleg az LC8 (DYNLLI és DYNLL?2)
¢s a Tctex-1) igen hasonlo (6. abra). Mint neviik is mutatja, mindegyiket eldszor a dinein
motorkomplex alegységeként irtak le (Bell et al. 1979; Pfister et al. 1982; Vallee et al. 1983).
Mara azonban kideriilt, hogy a dinein kdnnyiildncok — azon belill is a DYNLLI ¢és a
DYNLL2, illetve a Tctex-1 — szamos, a dinein motorfehérjétdl fiiggetlen, valtozatos
sejtélettani folyamatban is részt vesznek. A Bevezetés fejezet tovabbi részeiben a dinein
konnytilancok koziil —, a doktori munkam soran is vizsgalt — LC8 dinein konnytlanc, illetve

paralogjainak tulajdonsagait részletezem bdvebben.

P63167 Human MCDRKAVIKNADMSEEMQODSVECATQALEKYNIEKDIAAHIKKEFDKKYNPTWHCIVGR 60
P63170 Rat MCDRKAVIKNADMSEEMQQODSVECATQALEKYNIEKDIAAHIKKEFDKKYNPTWHCIVGR 60
P61285 Bovin MCDRKAVIKNADMSEEMQQODSVECATQALEKYNIEKDIAAHIKKEFDKKYNPTWHCIVGR 60

024117 Drosophila MSDRKAVIKNADMSEEMQQDAVDCATQALEKYNIEKDIAAYIKKEFDKKYNPTWHCIVGR 60
022799 C. elegans MVDRKAVIKNADMSDDMQQDAIDCATQALEKYNIEKDIAAYIKKEFDKKYNPTWHCIVGR 60

Kk kA hk kA Ak Ak A hkhhk o ehkhhkheooohkhhhhhkhAAhkhhhhhhk ok hhkhkhkrhkhkh kA Ak kkkh kK

P63167 Human NFGSYVTHETKHFIYFYLGQVAILLFKSG 89
P63170 Rat NFGSYVTHETKHFIYFYLGQVAILLFKSG 89
P61285 Bovine NFGSYVTHETKHFIYFYLGQVAILLFKSG 89

Q24117 Drosophila NFGSYVTHETRHFIYFYLGQVAILLFKSG 89
022799 C. elegans NFGSYVTHETKHFIYFYLGQVAILLFKSG 89

Kk Kk khkkhkhkhkhkhkkoehkhkhkhkrhkhkkhhhhkhrhkkxkkkk

7. abra: LCS8 ortolog szekvenciak. Az LC8 az egyik legkonzervaltabb eukariota fehérje. C. elegans,
Drosophila melanogaster, szarvasmarha, patkany és a human LC8 ortologok szekvencidi 90 %-os egyezést

mutatnak.
1.2.1 LC8 dinein konnyiilanc altalanos jellemzoi

Az LC8 (human ortologja: DYNLL) a leginkdbb tanulményozott dinein konnytlanc.
Nyolcvankilenc aminosavbol all, 10 kDa molekulatomegii, rendkiviil konzervalt eukariota
fehérje. A Caenorhabditis elegans, a Drosophila melanogaster, a szarvasmarha, a patkany és
az ember LC8 szekvencidja tobb mint 90 %-ban megegyezik (7. abra). Az LC8 minden
szovetben, de kivaltképpen az agyban és herében expresszalodik (King et al. 1996).
Citoszolikus és sejtmagi frakcioban egyarant megtalalhato. Az LC8 gén csendesitése illetve
kilitése Drosophila melanogaster-ben illetve Caenorhabditis elegans-ban embrionalis
letalitast, illetve drasztikus elvaltozasokat okoz igen valtozatos sejtélettani folyamatokban
(példaul pronukledris migracidban, neurogenezisban, sejtosztddasban, a mitotikus orso

kialakulasdban vagy az apoptdzisban) (Dick et al. 1996; Phillis et al. 1996; Gonczy et al.
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2000). Az LC8-nak két gerinces paralogjat azonositottdk (DYNLL1 és DYNLL2), amelyek
nagyfokl szekvencidlis és szerkezeti homoldgiat mutatnak (bévebben az 1.2.5. ,,LCS dinein
konnytilanc ~ paralog  fehérjék  oOsszehasonlitasa”  ciml  fejezetben  részletezem)
(12. abra).

Az LCS8 dinein konnyllancot elészor a Chlamidomonas axonémalis dinein komplex
alegységeként azonositottak, késObbiekben a citoplazmatikus dinein motor komplexben is
megtalaltdk (King et al. 1995; King et al. 1996). Az LC8 dinein koénnyllanc— a masik két
dinein konnyiilanccal, a Tctex-1-gyel és a Roadblock-kal egyetemben — homodimerként
kotédik a szintén homodimer dinein intermedier konnytildnchoz, ami allvanyfehérjeként
mikodik a kargd motorfehérjéhez vald kapcsolodasakor. Késobb azt is kimutattak, hogy az
LC8 a miozin-5a motorfehérjének is alegysége (Espindola et al. 2000). Kutatdcsoportunkban
Hodi Zsuzsa azonositotta a miozin-5a fehérjében a pontos LC8-kdtdszekvenciat (Hodi et al.
2006; Wagner et al. 2006). Ezen kiviil szamos, a dinein- és a miozin-5a motorfehérjék altal
szallitott molekularol leirtak, hogy partnere az LC8 fehérjének (2. és 3. tablazat, 8. abra).
Jelenleg a dinein- és a miozin motorfehérje-kutatds egyik legvitatottabb teriilete a
szallitmanyok megkotésének €s a céltartomédnyig juttatdsdnak a szabdlyozésa. A fentiek
alapjan feltételezték, hogy az LCS8 fehérje a dinein- és a miozin-5a motorfehérjék egyfajta
szallitmany-kozvetitdjeként (cargo adapter) mikodik, azaz egyszerre koti az aktudlis
motorfehérjét és a szallitando fehérjét (Puthalakath et al. 1999; Fan et al. 2001; Rodriguez-
Crespo et al. 2001; Navarro et al. 2004; Lo et al. 2005; Lee et al. 2006). Az LC8 nagyobbik
hanyada azonban nem dinein- vagy miozin-5a fehérjével alkot komplexet, hanem a
citoplazma egyéb részeiben talalhat6. Megjegyzendd, hogy az LC8 megtaldlhato
novényekben is, melyekbdl hidnyzik a dinein motorkomplex (Vale et al. 2000).
Termodinamikai és szerkezeti (kristalyszerkezet ¢s NMR mérések) adatok arra engednek
kovetkeztetni, hogy valoszinlileg az LC8 nem tudja egyszerre kotve tartani a dinein
motorfehérjét €és szallitmanyait (lasd a Az LC8 peptidekkel komplexben alkotott szerkezete
cimii 1.2.3 fejezetben). Jelenleg az LC8-at inkabb egy olyan csomoponti fehérjének tartjak,
mely egyfajta altalanos ,,molekularis ragasztoként” miikodhet, azaz stabilizalja partnerei
dimer szerkezetét, ezaltal szabalyozza azok miikodését (Hodi et al. 2007; Barbar 2008).

Doktori munkdm sordn az LC8 kisérletesen azonositott partnereinek szama rohamosan
emelkedett, mara mar meghaladja a 60-at (2. és 3. tablazat). A 8. abran taldlhato LC8
partnerek igen valtozatos sejtélettani funkcidkban jatszanak szerepet. Megtalalhatoak a

preszinaptikus aktiv zéna (Bassoon) és a poszt-szinaptikus denzitds allvanyfehérjéi kozott
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(GKAP, KIBRA), szerepet jatszanak a sejtmagi transzport (Nupl59), a transzkripciod
szabalyozasaban (NRF-1), a mitozis (EML3) és az apoptozis (Bim és Bmf) folyamataiban.

Viral pr.
Nup159

p53BP1

Tpr

Bassoon

8. dbra: Az LCS8 partnerek funkcionalis csoportositisa. A partnerek a poszt-szinaptikus denzitas (PSD)

allvanyozo szerepétdl kezdve a mitotikus folyamatokig igen valtozatos sejtélettani folyamatokban vesznek részt.
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2. tablazat: Ismert kétomotivummal rendelkezd ismert LC8 partnerek listdja. A tablizat csak azokat a

partnereket tartalmazza, amelyek kétédését legalabb két kiilonbozo kisérletes modon igazoltik. A motivumban a

legkonzervaltabb 0. poziciot pirossal emeltem ki.

9| Dimer motivum esetében mért kotéerdsség.

D,I: IUPred és Disprot programmal rendezetlen szerkezetiinek josolt régio.

7 Kisérletesen igazolt, hogy a motivum rendezetlen szerkezetii régioban taldalhato.

C: Coils programmal coiled coil szerkezet josolhato a fehérjében.

E: Kisérletesen igazolt, hogy a fehérje dimer vagy trimer szerkezeti.

fehérje neve szervezet E(:;prot gﬁz:zg/ szeKvencia 1. pozicié (.”];;) 11)3: IDR D?n?ér hivatkozas
Adenain (ADE41) HAV 41 P11826 DYNLLI1 CITLVKSTQTV 104 - - (Martinez-Moreno et al. 2003)
AIBCI (BCASI) Human, Rat 8;;%6;’4 DYNLLI KRMLDAQVQTD 563 DI c (Loetal. é?filn’g ]\;";"‘2‘387‘3; al. 2005;
ATMIN Human 043313 DYNLLI LESLDIETQTD 665 1,7 DI -
ps4 (E183L) ASFviis  Q4TWM2 DYNLLI  VTTONTASQTM 139 pr . (Aomoetal ]f/loaoy{)’rgee'::fz%‘lgl)' 2004;
Bassoon (Bsn) Rat 088778 DYNLL1/2  PTTANYGSQTE 1423 D,I C (Fejtova et al. 2009)
SPMVAQGTQTP 1527
RATAEFSTQTP 1499
BimEL (BCL2L11)  Human 043521  DYNLLI  PMSCDKSTQTP 107 08 1F95 DI - (PL“;'};“E';?T;&‘M‘ o h';‘;te;f"zgg%' ;
Bmf Human Q96LCY9  DYNLL2 TSQEDKATQTL 63 0’%’3 - DI - C(rl)e‘;g:)aleatk;‘}‘zgt;l‘l ﬁggi;i‘i‘;‘lg;glzo)
BS69 (ZMYNDI11) Human Q15326 DYNLLI PRMLHRSTQTT 408 D.I c (Lo et al. 2001)
(Hutchins et al. 2010; Rapali 2011),
CHICA (FAMS83D) Human Q9H4HS DYNLLI RKAIDAATQTE 384 D.I (Dunsch et al. 2012)
LSVSEVGTQTS 402
IWSRSTTTQTD 435
8;3,0 2P2T, + (Nyarko et al. 2004; Benison et al. 2007;
DIC (sw) Fruit fly Q24246 ddlcl TLVYTKQTQTT 125 6 2’1‘ 3FM7, DI C Hall t’ 1. 2009 ) ’
’ 2PG1 et al. 2009)
DIC1 (Dynclil) Mouse 088485 DYNLLI1 VVSYSKETQTP 146 D,I C (Lo et al. 2001; Lajoix et al. 2004)
DIC2 (Dyncli2) Rat Q62871 DYNLLI1 IVTYTKETQTP 153 D,I C (Varma et al.)
DNMT3A Human Q9Y6KI  DYNLLI LVLKDLGIQUD 648 - - (R°drlg“ezii:iejapzte;f‘léégg)l  Navarro-
Egalitarian Fruit fly P92030 ddlcl VKLVDAESQTL 947 D,1 C (Navarro et al. 2004)
EML3 Human Q32P44 DYNLLI/2 PSLVSRGTQTE 78 006]51‘ 2;1()%8[’ D.I C (Hutchins et al. 2010; Rapali 2011)
(Rodriguez-Crespo et al. 2001; Fuhrmann
Gephyrin (Gphn) Rat Q03555 DYNLLI/2  KQTEDKGVQCE 216 D,I C et al. 2002; Lajoix et al. 2004; Maas et al.
2006; Garcia-Mayoral et al. 2010)
014490/ (Haraguchi gt al. 2000; Naisbitt et al.
GKAP (DLGAP1) Human, Rat DYNLL2 NRCLSIGIQVD 647 2.4 D,I C 2000; Rodriguez-Crespo et al. 2001;
P97836 =
Lajoix et al. 2004)
SKFQSVGVQVE 672 D,I
GrinllA (GCOMI) Human POCAPI1 DYNLLI TEVETREIGVG 423 D.I C (Garcia-Mayoral et al. 2010)
E4 HPV 8 P06425 DYNLLI DHHQDKQTQTP 18 D,I - (Martinez-Moreno et al. 2003)
Hsc73 (Hspa8) Rat P63018 DYNLLI1 TTIPTKQTQTF 418 D,I C (Navarro-Lerida et al. 2004)
KIBRA Human Q8IX03  DYNLLI 5oy LPVSSOTD ;;i Ofg ; D c (Rayala et al. 2006)
(Rodriguez-Crespo et al. 2001; Navarro-
KID-1 (Znf354a) Rat Q02975 DYNLLI SHRTTKSTQTQ 94 D,I - Lerida et al. 2004)
Phosphoprotein Lyssavir. 2 056780 DYNLLI KSTEDKSTQTP 139 D,I C (Rodriguez-Crespo et al. 2001)
MAP4 Human P27816 DYNLLI SRSGSKSTQTV 797 D.I - (Rodriguez-Crespo et al. 2001)
Mark3 Rat Q8VHFO  DYNLLI1 VVAYPKRSQTS 429 DI - (Navarro-Lerida et al. 2004)
METT-10 C. elegans Q09357 dle-1 LNAWDNASQAY 416 D E (Dorsett et al. 2009)
Myosin Sa (MYOSA)  Human QOY4ll  DYNLL2  QPKDDKNTMID 1281 0%%‘ DIt C (Hodietay, 2006; Wagner g)t al. 2006;
NEK9 Human Q8TDI19 DYNLLI VGMHSKGTOTA 940 DI c (Lo etal. 2001; anchms et al. 2010;
Rapali 2011)
1F96 . (I_:an et al. 1998; Liang et al. 1.9_99;
nNOS (NOS1) Human P29475 DYNLLI1 AEMKDTGIQVD 226 7;2,0 lCMi DI E Rodriguez-Crespo et al. 2001; Lajoix et al.
2004; Radnai et al. 2010)
NRF1 Human Q16656 DYNLLI1 MEEHGVTQTE 1 D,I C (Herzig et al. 2000; Lajoix et al. 2004)
NUP159 Yeast P40477 DYN2 SASADFDVQTS 1102 D,I C (Stelter et al. 2007)
DNYAESGIQTD 1115 D,I
VETCNFSVQTF 1164 D,I
IPVKHNSTQTV 1140 D,I
KEAVDNGLQTE 1152 D,I
Tp53BP1 (TP53BP1) Human Q12888 DYNLLI PSQNNIGIQTM 1147 D,I C (Lo et al. 2005)
ETVVSAATQTI 1164 4,5 D,1
PAK1 Human Q13153  DYNLLI/2 TPTRDVATSPI 212 4  3DVT DI E (Vad]a%%‘g;el;:;é?gi‘; f'zg(')‘ltff;p ctal.
P protein Rabics virus  PI5198 ~ DYNLLI ~ RSSEDKSTQTT 142 DI i “}fg‘é‘rgu‘i _Zcoroegi’g‘;f;l‘_’lé 38?)1’
RACKI (GNB2L1) Human P63244 DYNLLI1 LGVCKYTVQDE 135 - - (Zhang et al. 2008)
RASGRP3 Human Q8IV61 DYNLLI1 RATTSQATQTE 607 D,I - (Okamura et al. 2006)
UL9 HHV-6b P10193 DYNLLI1 GVQMAKSTQTF 744 DI C (Martinez-Moreno et al. 2003)
Spicel Mouse Q8K317 DYNLLI QDVLRRTVQTR 555 D C (Navarro-Lerida et al. 2004)
1.0: (Schnorrer et al. 2000; Rodriguez-Crespo
Swallow Fruit fly P40688 ddlcl SATSAKATQTD 286 O’6é 3E2B D C et al. 2001; Wang et al. 2004; Benison et
’ al. 2007; Hall et al. 2008)
Syntaphilin (Snph) Rat B5DF41  DYNLLI SCMQERATQTD 307 D [¢ (Chen et al. 2009)
TRPS1 Human QYUHF7 DYNLLI1 TEKVDRSTQDE 1202 D E (Kaiser et al. 2003; Hutchins et al. 2010)
UNC-83 C. elegans Q23064 dle-1 DSISDRHIQTM 643 D,I C (Fridolfsson et al. 2010)
VP35 Ebolavirus Q05127 DYNLL1 PKTRNSQTQTD 66 D,1 C (Kubota et al. 2009)
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Paralog/

cc/

fehérje neve szervezet Uniprot kéd Ortholog szeKkvencia® pozicio rendezetlenség Dimer hivatkozas
AMBRAI Human Q9C0CT DYNLLI TSVTSOGTOTL 1097 DI Zég‘;tﬁ';:;lf;gll'l)
(Hutchins et al.
Astrin (SPAGS5) 2010; Schmidt et al.
Human QI6R06 DYNLL1/2 PETQDSSTQTD 467 DI C 2010)
(Hutchins et al.
C20o0rf117 Human 094964 DYNLLI VGLASVGTQTI 1135 D,I C 2010; Rapali 2011)
p26 CP BIV P19558 DYNLL VQLIESKVREKENA 214 D,I - (Su et al. 2010)
(den Hollander et
al. 2006; Hutchins
CIZ1 Human Q9ULV3 DYNLLI KLQKQAQTQTS 340 DI C et al. 2010)
Dazl Mouse Q64368 DYNLLI KKSVDRSIQTV 245 D E (Lee et al. 2006)
ERo (ESRI) Human P03372 DYNLLI ? Df E (Rayala et al. 2005)
Ewg Fruit fly Q24312 Ddlcl LSDVDYTTQTV 536 DI E (Herzig et al. 2000)
Gag HFV P14349 DYNLLI ? DI - (Petit et al. 2003)
(Havecker et al.
Gag Rice Sirevirus Q109L4 LC8 IDVGISCDLLD 467 D C 2005)
(Hutchins et al.
GLCCI1 Human Q86VQ1 DYNLLI SSTRSIDTQTP 343 D,I C 2010; Rapali 2011)
gurken mRNA Fruit fly Ddlcl n/a n/a n/a (Rom et al. 2007)
(Crepieux et al.
1997; Herzig et al.
2000; Jung et al.
IkBa (NFKBIA) Human P25963 DYNLLI ? DI - 2008)
(Hutchins et al.
KIAA0802 Human QI9Y4B5 DYNLLI NGSRTMGTQTV 1622 DI C 2010; Rapali 2011)
(Hutchins et al.
MORC3 Human Q14149 DYNLLLI DQGNTAATQTE 633 DI C 2010; Rapali 2011)
(Feng et al. 2000;
Stehman et al.
2007; Kardon et al.
NudE Mouse QICZA6 DYNLLI s DI E 2009)
Phototropin Vicia Q8H934 LC8 ? - - (Emi et al. 2005)
PKla Human P61925 DYNLLI ? DI (Yu et al. 2002)
(Epstein et al.
PTH mRNA Human DYNLLI n/a n/a n/a 2000)
RSP3 Chlamy.s P12759 LC8 KYREDETTQTL 26 D,I C (Yang et al. 2001)
LPADATQTQTK 58 D,I
VPEADTSTQTD 112 D,I
(Giot et al. 2003;
Spn-F Fruit fly QIVIY9 dlel ? - Abdu et al. 2006)
(Hutchins et al.
2010; Nakano et al.
TPR Human P12270 DYNLL1/2 TATVMPTTQVE 1714 DI C 2010)
(Hutchins et al.
UHRFIBPIL Human AOINWS DYNLLI QRSVTQATQTS 1392 D,I C 2010; Rapali 2011)
(Hutchins et al.
ZMYM3 Human Q14202 DYNLLI VEMKSKGSQTE 848 D,I - 2010; Rapali 2011)

3. tablazat: LC8 partnerek, melyekben a kétomotivumot eddig kisérletes uiton még nem hataroztak meg.

* Feltételezett, de kisérletes uiton nem igazolt kétomotivum.

D,I: IUPred és Disprot programmal rendezetlen szerkezetiinek josolt régio.

C: Coils programmal coiled coil szerkezet josolhato a fehérjeben.

E: Kisérletesen igazolt, hogy a fehérje dimer vagy trimer szerkezetii
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1.2.2 LC8 szerkezetének ismertetése

Az LC8 két antiparallel a-hélixbol (al és a2) és négy antiparallel B-lanc (B1, B2, B4 és BS5)
alkotta B-redébdl felépiilé fehérje (Benison et al. 2008). Fiziologids koriilmények kozott
altalaban homodimer formaban taldlhatd, amelynek disszociacids allandoja 200 nM alatti
(Lightcap et al. 2008). A kialakuld szimmetrikus, homodimer fehérjét egy uj B-lanc (B3°)
kialakulasaval jaro B-lanc kicserélddés stabilizélja, azaz a kialakul6d 6todik B3°-lanc a masik
LC8 molekulatdl szarmazik. A dimerizalddas sordn a dimerizalodéas felszinén két parallel,

szimmetrikus kotéarok alakul ki, ezekbe illeszkednek a partnerek linearis motivumai (ELM)

(9. abra).

A

9. abra: LC8 és peptiddel alkotott komplexének szerkezete. A és B abra: Két hatarolo a-hélixbdl (ol és a2,
ciannal kiemelve) és négy f-lanchbol (1, p2, p4 és B35, narancssarga szinnel kiemelve) felépiilé LC8 egy ujabb
p-lanc  kialakulasa mellett f-lanc kicserélédéssel dimerizalodik. A dimer LC8 molekulak tokéletesen
illeszkednek a p-lanc szerkezetii linedris kotémotivumok. Az LCS-at sziirkével, mig a peptideket sarga szinkoddal

emeltem ki. PDB kod: 1F95. Az abrat PyMOL segitségével készitettem.
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1.2.3 LC8 peptidekkel komplexben alkotott szerkezete

Az LCS8 fehérje peptidekkel alkotott komplexeinek kristaly- és NMR szerkezetei feltartak,
hogy a legkiilonb6zOobb eredetli peptidek (nNOS, Bim, Pakl, DIC, Swallow stb.) mind a
dimerizalo6das soran kialakul6 parallel kotéarkokba kétddnek (10. abra) (Tochio et al. 1998;
Liang et al. 1999; Fan et al. 2001; Wang et al. 2003; Makokha et al. 2004; Benison et al.
2007; Williams et al. 2007; Benison et al. 2008). A kotoarkokat az LC8 dimerizaldédasanak
hataran taladlhatd B-lancok és az a2-hélix hozzak létre. A rendezetlen szerkezet(i linearis
kotémotivumok a kotddés soran B-lanc szerkezetet vesznek fel folytatva az LC8 kozponti
1évo legkonzervaltabb glutamin az LC8 a2-hélixvégzddésénél talalhaté Glu3s félanc NH- és
oldallanc karboxil-csoportjdval alakit ki hidrogén hidat, ezéltal ugymond ,sapkit haz”
(capping) az a2-hélixre. A -1. és az elsd pozicidban taldlhaté aminosavak (treonin, valin,
izoleucin) metil-csoportjai a Phe62, Tyr75 ¢és Leu84, illetve Phe62, Tyr77 és Ala82
aminosavmaradékok altal kialakitott hidroféb zsebbe illeszkednek. A treoninok hidroxil
csoportja a peptidgerinc alatt taldlhatd szerkezeti vizek altal kozvetitett hidrogénkotésekkel
1ép kolesonhatasba az LC8-cal.

Megjegyzendd, hogy az LCS8 forgasszimmetrikusan elhelyezkedd kotdarkai és a parallel
modon bekdtd motivumok lehetdve teszik, hogy dimer-dimer komplex j6jjon létre (Williams
et al. 2007). A legtobb partner esetében valdban kimutattdk, hogy ezek vagy stabil dimerek
vagy képesek dimerizalodni (2. tablazat). Ennek ellenére eziddig nem vizsgaltak részletesen,
hogy a dimerképzés képessége hogyan befolyasolja a dimer LC8 kiilonb6z6 partnerekkel

1étrejovo kolesonhatasat.
1.2.4 Az LCS8 altal felismert linearis motivum jellemzoi

Mara mar kiilonbozd szerkezeti (NMR, rontgenszords) és mutédcids vizsgalatokkal

(pepscan (Lajoix et al. 2004)), illetve fragmentum analizissel szdmos, igen kiilonb6z6 partner

crer

crer

valamilyen dimerizal6 alegységgel, példaul szuperhélixszel (coiled-coil) hatdrosak. Az ismert

partnerek motivumaibo6l készitett LOGO abrazolas a 10. abran lathatd. A szekvencidk a 2.

crer

definidlnak, leggyakrabban glutamin taldlhat6. A 0. poziciotol amino- €s karboxil-terminalis
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iranyban (-1. és 1. pozicidban) leggyakrabban metil- vagy hidroxil-csoportot illetve
mindkett6t tartalmazé aminosav, példaul treonin, szerin, valin vagy izoleucin fordul eld.
Mutacios vizsgalatok szerint az 1., 0. és a -1. poziciokban taldlhaté aminosavak alaninra
cserélése mindig a kdlcsonhatas megsziinésével jar, fiiggetleniil attél, hogy a tobbi pozicidban
milyen aminosav talalhatd (Lajoix et al. 2004). A -2. poziciéban leggyakrabban valamilyen
kis oldallanci aminosav fordul eld, példaul szerin, alanin vagy glicin. A -3. poziciéban a

pozitiv toltésli arginin vagy lizin a leggyakoribb.

w
)

O
2

K
— —>
= =&V M=

N8 -7 6 5 4 3 -2 -1 0 1 2C

weblogo.berkeley.edu

10. abra: 51 ismert partner motivumaibol készitett LOGO szekvencia. Az adott pozicio magassiga a
konzervaltsagot, mig az aminosavak nagysaga az adott aminosavnak az adott pozicioban valo eldfordulasi
gyakorisagat tiikrozi. Az aminosavak szinkodja a fizikai-kémiai tulajdonsagot jeloli. A motivum legkonzervaltabb
pozicioja, melyet (. poziciokent definialunk, daltalaban glutamint tartalmaz, melyet a legtobb esetben izoleucin,
valin és  treonin  aminosavak  hatarolnak. Az  abrat  WebLOGO  programmal  készitettem

(http.//weblogo.berkeley.edu/logo.cgi) (Schneider et al. 1990, Crooks et al. 2004).

A motivumokat szekvencidjuk alapjan tradiciondlisan két osztdlyra kiilonitik,
KsXoT QT és I/V.1QoV D, (ahol az X barmilyen aminosav lehet) (Lo et al. 2001;
Rodriguez-Crespo et al. 2001). A KX ,T.1QoT; osztalyba tartoznak példdul a Bim és a Bmf
pro-apoptotikus fehérjék P_sM 7S ¢CsD4K3S,T Q0T P2 és
TS 7Q6EsD4K3A LT 1QeT L, vagy a dinein intermedier lanc (DIC)
TsL VY sTuK3Q,T1QoT T, motivumai. Az I/V_1QoV D, osztaly tagjai példaul az nNOS
enzim A gE /M K sD 4T 3G,11QoV D, vagy a GKAP fehérje NgR 7C L sS413G,11QoV D2
motivumai. Kevés partner esetében ugyan, de azonositottak olyan ugynevezett ,,nem

kanonikus” motivumokat is, melyek 0-ik pozici6jaban nem glutamin talalhato, sot olyat is,
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amely szekvencidlis alapon egyaltalan nem sorolhaté be a K 3X ,T.1QT; vagy az I/'V_1QoV D,
osztalyokba. Ilyenek példaul a miozin-5a QP 7K ¢D.sD4KsN,T M¢TD,;, a GRNLI
TsE7VEsT4RSELL GV Gy, a KIBRA ALK sV.sD4KSE,T (NoTE, vagy a Pakl
TP 7T 6RsD4V3ALT 1SoPi I, motivumai. NMR- ¢és kristalyszerkezeti tanulmanyokban
meghatdroztak, hogy ezek a ,nem kanonikus” motivumok is ugyanazokba az LC8
kotéarkokba kotddnek, mint a ,kanonikus” motivumok (Hodi et al. 2006; Lightcap et al.
2008; Garcia-Mayoral et al. 2010)%. Még a ,,kanonikus” motivumoktol leginkabb eltéré Pak1
kotészekvencia is ugyanide kot, bar ebben az esetben a kdlcsonhatas a megszokottol eltérden,
szerkezeti vizek altal kozvetitett hidrogénhid héalézaton keresztiil valosul meg (Lightcap et al.
2008). Ez a megfigyelés cafolni latszik azt a korabbi feltételezést, hogy az LC8 a ,,kanonikus”
¢és ,,nem kanonikus” motivumokat egyidejiileg kdtve heterotrimer komplexet alakithat ki, ami
magyarazhatnd az LC8 széllitmany-adapter funkciojat.

Ismertek olyan partnerek, melyek egyszerre tobb LC8 molekulat is képesek megkdtni. A
Tp53bpl és a GKAPI1 fehérjén egymas utan két felismerd hely is taldlhaté. Az egyik
legijabban azonositott LC8 partnerben, a Chica fehérjében — ami a mitotikus orsé
pozicionalasaban jatszik kulcsszerepet — egymds utdn hdrom motivum taldlhat6. A sejtmagi
kotomotivum helyezkedik el (Stelter et al. 2007). A komplex gyongyfiizér-szerii szerkezetet
alakit ki. Bar a DIC-en csak egy LC8 felismerd hely van, de annak kdzvetlen kozelében egy
masik dinein konnytilanc, a Tctex-1 is kapcsolodik (Williams et al. 2007). Az igy kialakuld

szerkezet hasonlo a Nup159 esetében emlitett gyongyflizér-szerii szerkezethez (11. abra).

’Radnai LdszI6, Rapali Péter, Bodor Andrea, Perczel Andrds és Nyitray Lészlo eddig nem
publikalt eredményei.
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11. dbra: A Nupl59 rendezetlen régiojaban egymds utdn 6t LC8 kétémotivum helyezkedik el. A kialakulo
LCS8-Nupl59 komplex gvongyfiizér-szerii szerkezetet vesz fel, melynek elektronmikroszkopos felvételébdl
rekonstrudilt képét mutatia az A dbra. A B dbra a teljes hosszuisagii Nupl59 és LC8 komplex sematikus modelljét
mutatja. A C dbrdn Tctex-1-DIC-LC8 hdrmas komplex ldathaté. A DIC-en a két dinein kénnyiilanc, a Tctex-1 és
az LC8 a Nupl59-LC8 gyongyfiizérszerii szerkezetéhez hasonlo modon helyezkedik el. A C dbrat PyMOL
programmal a 2PG1 PDB kéddal jelzett kristdlyszerkezet alapjdn készitettem el. Forrads: (Stelter et al. 2007).

1.2.5 LC8 dinein konnyilanc paralog fehérjék osszehasonlitasa

Az LC8-nak két gerinces paraldgjat azonositottdk, DYNLL1 és DYNLL2. A két, 83
aminosavas paralog fehérje minddssze 6 pozicioban tér el egymastol (93 %-os az egyezés)
(12. abra). Figyelemremélt6 modon mindegyik kiilonbség a molekula két o-hélixében, a
kotdarkoktol tavol talalhato (12. abra). Az LC8 ortologok &sszehasonlitasa soran feltart
kiilonbségek szintén a fehérje felszinén lokalizalédnak, mig a partnerek megkotéséért felelos
kotoarok konzervalt.

A kotoarok konzervaltsaganak ellenére egyes fehérjék esetében az irodalom csak a
DYNLLI1-et vagy csak a DYNLL2-t jeloli meg partnerként. Példaul a Bmf esetében a
DYNLL2-t, mig az nNOS esetében a DYNLLI1-et azonositottak kizarolagos partnerként
(Jaffrey et al. 1996; Puthalakath et al. 2001). Day és munkatarsai a két paralog in vivo partner-
specificitasa kozott kiillonbséget talaltak. In vivo a DYNLLI1 csak a dineinnel, mig a DYNLL2
csak a miozin-5a motorfehérjével egyiitt alkotott komplexet. Ha a két paraldg kozott talalhato
6 eltérés kozill az egyik kiilonbséget megsziintették, nevezetesen ha a 41. pozicidiban
talalhato Tyr 1lletve His csoportokat egymassal felcserélték, akkor az in vivo partner-specifitas
1s felcserélodott (12. abra) (Day et al. 2004).
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12. abra: A DYNLLI és a DYNLL2 human LCS8 paralogok
szekvencia dsszehasonlitisa (A). A 83 aminosav hosszusagu LCS
fehérje csak hat pozicioban mutat eltérést, azonban ezek a
kiilonbségek mind a kotéarkokon kiviil, az a-hélixekben
talalhatoak (B). Az in vivo észlelt partnerspecificitasért felel6ssé

tett 41-es poziciot sarga szinnel, mig a tobbit ciannal emeltem ki.

A B dbrat a PyYMOL program felhasznalasaval készitettem PDB

adatbazisban talalhato 1F95 szerkezet felhaszndlasdval.
1.2.6 Az LC8 és partnerei kozott kialakulé kolesonhatas szabalyozasa

Az LC8 dimerizacios felszinén talalhatdo His55 oldallancok alacsony pH értéken (pH<6)
protonalddnak. A prototonalddas sordn az extra pozitiv toltések elektrosztatikus taszitasa
miatt monomer iranyba tolédik az LC8 monomer-dimer egyenstlya. A monomer LC8 a
kotdarkok hianya miatt nem képes partnerei kotésére (Barbar et al. 2001; Wang et al. 2003;
Makokha et al. 2004; Nyarko et al. 2005). Hasonl6o hatasa van a 88. pozicidban talalhato
szerin oldallanc foszforilalasanak, illetve az ezt mimikald szerin-glutamat cserének (Song et
al. 2007; Song et al. 2008). A foszfo-szerin vagy a glutamat oldalldnc extra negativ toltései
miatt fellépd taszitdéerd noveli a dimer LC8 disszociacios allanddjat. Bar az egyeldre nem
ismert, hogy melyik kinaz foszforilalja a 88-as szerin oldallancot® (Lightcap et al. 2008),

mindkét mechanizmus, azaz a sejtben eléforduld lokalis pH csokkenés vagy a 88-as szerin

? Kordbban a Pakl kindzrdl feltételezték, hogy foszforildlja az LC8-at, azonban a legujabb eredmények ennek

ellentmondanak.
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foszforilacigja hatdsosan szabdlyozhatja az LC8-nak, mint csoméponti fehérjének
partnerkotését.

Az LC8 ¢és partnereinek kolcsonhatdsa a partner oldalardl is szabalyozhato. Lei és
munkatéarsai kimutattdk, hogy a Bim pro-apoptotikus fehérje in vivo szubsztratja a JNK
treonint (P_sM_7S_¢C.sD4K 3S,T1QoTP,P3). Ez a poszt-transzlaciés moddositas teljesen
megsziinteti az LC8 ¢és a pro-apoptotikus fehérje kozotti kolcsonhatast és megndveli

vesesejtek UV kezeléssel szembeni apoptotikus hajlamat (Lei et al. 2003).
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1.3 Fehérje-fehérje kolcsonhatasok vizsgalata iranyitott evolucios megkozelitéssel;

fag-bemutatas modszerének részletezése

Doktori munkam talmutat az LC8 konnyllanc és a természetbdl ismert kotdpartnerei
kozott kialakuld kolcsonhatasok altalanos biofizikai és biokémiai jellemzésén. A ma mar
klasszikusnak szdmitd, egyedi mutdnsok Osszehasonlitdsan alapuld fehérjemérndki
vizsgalatokon feliil ugyanis egy atfogo, nagy-ateresztoképességli megkozelitést, az iranyitott
fehérjeevolucidt is alkalmaztam. Egy hatalmas peptidkonyvtarbol, amelyet M13 fag felszinén
jelenitettem meg, LC8-koté peptideket szelektaltam, és igy feltartam, hogy az LCS8
kotéarkahoz milyen kotészekvencia mintazat evolvalodik. A konnyebb megértés kedvéért
ebben a fejezetben roviden 0sszegzem a fag-bemutatas 1ényegét, fobb alapelveit (13. abra).

Az iranyitott fehérjeevolicionak szdmos konkrét megvalositidsi modja ismert. Ilyen példaul
a fag-bemutatds, a riboszOma-bemutatds, a baktérium-bemutatds vagy az in vitro
kompartimentacid. Ezen mddszerek mindegyikére igaz, hogy nem egyedi mutaciok hatasat
vizsgéljak. E helyett kombinatorikus mutagenezissel 1étrehozott, akar millidrdos méretii
varians konyvtarbdol evolvalnak. Egy-egy esetben, amikor egyszerre csak 6-7 aminosav
pozicidt vizsgdlunk, akar az 0Osszes lehetséges mutans létrehozhatd. Kozds jellemzdjiik
tovabba, hogy a vizsgalandd fehérje és az azt kodold gén fizikailag Osszekapcsolodik
egymassal. A génbdl konyvtarat létrehozva, és minden kodolt fehérjevarianst a sajat génjéhez
kapcsolva irdnyitott evolucids rendszer jon létre. A fehérje valamely tulajdonsaga alapjan
kiszelektalva a megfeleld fehérje variansokat, azokkal egyiitt szelektalodik a kodold gén. A
kiszelektalt géneket felszaporitva par szelekcids ciklus alatt egy adott tulajdonsagra
evolvalodott fehérje varians sereg birtokaba keriiliink. Ezek szekvencidja a kodolé DNS-en
keresztiil konnyen meghatarozhatd, és statisztikai analizis ald vethetd. A harom [épés
(diverzifikacio, szelekcio és a szelektalt konyvtartagok felszaporitdsa) ciklikus ismétlésével
laboratoriumi kortilmények kozott mimikalhaté a természetes evolucio. Csakhogy, mig a
természetes evolucioban egyidejiileg szdmos szelekcios tényezd van, és ezért gyakran nehéz
magyarazni, hogy egy-egy tulajdonsdg miért evolvalddott, az irdnyitott eljarasban altalaban
egyetlen tulajdonsdg mentén evolvalunk, igy az értelmezés is egyszeriibb. Kiderithetd, hogy a
vizsgalt tulajdonsadg kialakitasaban az egyes pozicioknak mekkora a szereplik. Az is
meghatarozhat6, hogy az egyes poziciokban melyek a tulajdonsdg szempontjabdl optimalis
aminosavak (ezek felszaposodnak), és melyek azok, amik karosak (ezeket a szelekcio
eltavolitja) (Bonsor et al. 2011). Végsdé soron meghatarozhatd, hogy a szelektalt

tulajdonsdgnak mely aminosav sorrend mintazat felel meg. Ebbdl az atfogo jellegbdl adoddan
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a nagy-ateresztoképességli iranyitott evoluciés megkozelitések soran kevesebb elditélettel
terhelt a kisérlettervezés, mint amikor egyedi mutédciokat visznek be. Ez utdbbi esetben
ugyanis csak kevés varians vizsgalatara keriil sor, és Ohatatlanul valamilyen prekoncepcio

alapjan keriil be egy-egy varidns a vizsgalandok korébe.

Ecokl |

AmpR »
N —— i
PPFBL-p3 \ s _ ‘ 2.1épés
""nungm
Fagmid elkészitése _ Mosas
Fagkonyvtar
1.lépés ~10"0tagti konyvtar
készitése
i 3, 4 ciklus
©
=
8
Analizis S
N
v 4.lépés 3
€
SEQSEQ E

Szelektansok szaporitasa E. coli-ban Szelekciod

~7s _ 1 [ A I A A

13. dbra: Fag-bemutatas sematikus magyarrdéércribra'ja.

1. lépés: Randomizdcio. A fag-bemutatds soran a fagok feliiletén , bemutatando” fehérjét géntechnologiai
modszerek segitségével a fag sajat burokfehérjééhez fuziondljuk. Géntechnologiai modszerekkel torténd
randomizalési 1épés utan a figmid konyvtdrbol kézvetleniil 10''- es nagysdagrendii fag-konyvtdrat készitiink.

2. lépés: Szelekcio. Minden egyes fag egyfajta fehérjét kodol és jelenit meg a felszinén. A fagok genotipusa és
fenotipusa tehat fizikailag kapcsolt. Affinitason alapulo szelekcios lépés soran a célmolekulahoz nem kapcsolodo
fagokat eltavolitjuk, lemossuk.

3. lépés: Felszaporitdas. A szelektalt konyvtartagokat E. coli baktériumban sokszorositjuk.

Az 1-t6l a 3-ik lépés 2-5-ig tarto ismétlésével a target molekulahoz specifikusan kétédé konyvtartagok
feldusulnak.

4. lépés: Analizis. A specifikusan kotédo komyvtartagok ,,bemutatott” fehérjéinek DNS szekvencidja, igy

aminosav sorrendje is meghatarozhato.

Az iranyitott evolucidos moddszerek segitségével jellemezhetéek a természetben létrejott
fehérje-fehérje kolcsonhatasok, illetve 1étrehozhatok ujfajta, a természetbdl nem ismert, vagy
a természetbdl ismertnél hatékonyabb kolcsonhatasok. Ezaltal példaul ujfajta inhibitorok,
vagy az eredetinél hatasosabb enzimek is ki fejleszthetéek. A fag-bemutatds kivaloan
alkalmas ELM-ek tanulmanyozasara, jellemzésére ¢€s ezek alapjan 1) fehérje-fehérje
kolcsonhatasok 1étrehozasara is (Sidhu et al. 2000; Sidhu et al. 2007; Bonsor et al. 2011). A
modszert eddig sikeresen alkalmaztdk méar a PDZ (Fuh et al. 2000; Laura et al. 2002; Zhang et
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al. 2006; Tonikian et al. 2007; Zhang et al. 2007; Tonikian et al. 2008), a PTB (Dente et al.
1997), az SH3 (Feng et al. 1995; Rickles et al. 1995; Sparks et al. 1996) és a WW domének
esetében (Kasanov et al. 2001).

Fag-bemutatas esetében leggyakrabban az M13 fagot alkalmazzak, a vizsgalando fehérjét
vagy peptidet ennek a fonalas bakteriofagnak a feliiletén, a p3 vagy p8 burokfehérjéjéhez
fuzionaltatva jelenitik meg. A p3 fehérje 3-5, mig a p8 koriilbeliil 2700 kopidban fordul el
fagonként. A bemutatds moddja ettdl, és a burokbaépiilés hatékonysagatol fiiggden lehet
monovalens (fagonként atlagosan egy, vagy kevesebb), illetve polivalens (fagonként
atlagosan egynél tobb). A polivalens bemutatds sordn szimultdn tobb kdtOhelyen keresztiili
kotésre nyilik lehetdség, ezért az aviditds (latszolagos kotéserdsség novekedés) jelensége
miatt a gyengén kotddd fagok is szelektdlodhatnak. Polivalens bemutatas hasznalataval
sz¢lesebb spektrumi kotésmintazatot kaphatunk (Sidhu et al. 2000). A fagokon mind linearis
peptidek, mind meghatarozott szerkezettel rendelkezo teljes fehérjék kifejezhetdek. Utdbbiak
az iranyitott evoluci6é sordn egyfajta hordozo6 allvanyként is hasznalhatoak. A vizsgalando
fehérje diverzifikacidja géntechnologiai modszerekkel (,,error-prone” PCR, DNS |, shuffling”
vagy szintetikus oligonukleotiddal irdnyitott mutagenezis) torténik. Barmelyikrdl is legyen
sz0, a konyvtar méretének korlatot szab a fagokkal egyidejlileg fert6zhetd baktériumok
szama. Emiatt legfeljebb ~10'° tagszamu fagmid kdnyvtar hozhato 1étre (Labrou 2010; Dalby
2011). A konyvtar 1étrehozhato tgy is, hogy M13 fag genomba épitjiik a vizsgalando fehérje
vagy peptid génjét. Bar ilyen fag-alapt vektorokat is hasznalnak, manapsag elterjedtebbek a
fagmid-vektorok. Ezek a f4g genombol csak azt a részt tartalmazzak, ami lehetdvé teszi, hogy
az 0sszes fagfehérje jelenlétében fag genomként szaporodjanak, €s fag burokba pakolodjanak.
A fag-bemutatasra hasznalt fagmidok csak azt a fagfehérjét kodoljak, amely fuzios tagként
szolgal a bemutatasnal. Az dsszes tobbi fagfehérjét egy parhuzamosan beadott segitd (helper)
fag biztositja. A fagmid vektorok a sejtben alapesetben plazmidként szaporodnak, de amint a
sejtek M13 helper faggal fert6zddnek, a fagmid fagrészecskébe pakolodik, és fertézoképes
forméban hagyja el a sejtet. Igy készithet fagmid DNS konyvtarbol kiindulva fagkényvtar.
Az egyes pozicidkat lehet akar teljesen — azaz mind a 20 természetes aminosav eldforduldsat
megengedve — vagy részlegesen randomizalni. Az egyes pozicidkat akkor érdemes teljesen
randomizalni, azaz naiv konyvtarat késziteni, ha nincs kiindulasi informécionk, ami alapjan
sziikithetnénk a pozicidonkénti varidciok szamat, vagy ha nem akarunk eldzetes — esetleg téves
— informacidkat figyelembe venni. Ebben az esetben egy poziciét DNS szinten 32 kiilonb6z6
NNK vagy NNS kodon kddolhat (ahol az N mind a 4 bazispart kodolja és a K csak guanint és

timint, az S csak guanint €s citocint enged meg) (Sidhu et al. 2000). A teljes szekvenciatér
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lefedése érdekében a gyakorlatban elérhetd 10" tagszamu fagmid kényvtar hasznalatival
legfeljebb 6-7 pozicié randomizalhato teljesen (327 = 3,4x10').

A szelekcios 1épés soran a fagkonyvtarat szilard feliilethez rogzitett célfehérjére vissziik. A
feltilethez nem kapcsolodd konyvtartagokat mosasi 1épések soran eltavolitjuk. A specifikusan
a célfehérjével kolcsonhatd fagokat eludlhatjuk, majd E. coli-ban szaporithatjuk. A szelekcios
ciklus 2-4 alkalmommal torténd ismétlésével a specifikusan kotddo fagok feldusulnak. Az
egyes fagokon bemutatott fehérje szekvencidja a kodold gén DNS-szekvenalasaval

azonosithato.
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2. Célkituzések

2.1 El6zmények és kérdések

Az LCS8 dinein konnyiilanc egy univerzalisan el6forduld, konzervalt eukariota csomdponti
fehérje. Doktori tanulmanyaim kezdetén mar tucatnal is tobb partnerét azonositottak, melyek
igen szerteagazd folyamatokban vesznek részt (2. és 3. tablazat). Szamos esetben a kdzvetlen
kotémotivumot i1s azonositottdk. A motivumok igen valtozatos aminosav Osszetétellel
rendelkeznek. Szekvencia hasonlosag alapjan K ;X ,T.1Q¢T, L;QoV D, és nem-kanonikus
csaladokat definidlnak.

Az LC8 fehérjének ezen feliil két gerinces paralogjat is azonositottdk (DYNLLI1 és
DYNLL2). A 89 aminosav hosszisagu izoformak kozott csupan 6 aminosavnyi eltérés
azonosithatd. Bar a DYNLLI1 és a DYNLL2 paralogok szekvenciaja és szerkezete is nagy
hasonlosdgot mutat, illetve mindketté6 mindenhol megtaldlhatd a sejtekben, Day ¢és
munkatarsai kimutattdk, hogy in vivo specifikusan kotik partnereiket (Day et al. 2004). Ezen
felil vannak olyan fehérjék, melyeket az irodalom csak DYNLLI vagy csak DYNLL2
partnerként emlit. A Bmf esetében a DYNLL2-t, mig az nNOS esetében a DYNLLI-et
azonositottak partnerként (Jaffrey et al. 1996; Puthalakath et al. 2001). A két partner eltérd
motivumcsaladba tartozik (Bmf: K3A,T.1QoTiD;, nNOS: T;3G,11QoViD;). Felmeriil a
kérdés, hogy a két paraldg a hasonlé motivummal rendelkez6 partnerek kdzott milyen moédon
tud kiilonbséget tenni. Esetleg az egyes motivumcsaladokat a paralogok més-méas méddon
kotik? Mi az alapja az in vivo tapasztalt partner-specificitasnak?

Annak ellenére, hogy az irodalom elkiiloniti az egyes motivumcsalddokat, korabban nem
vizsgaltak, hogy a kiilonbozd csalddok funkcionalisan, a kotédés mechanizmusat tekintve is
elkiilontilnek-e. Mi donti el, hogy az LC8 a sejtekben egy idoben megtaldlhatd nagyszamu
partner koziil vajon melyikhez kotdédik? Az irodalomban szamos tanulméany foglalkozik az
LC8 ¢és a motivumok kozott kialakuld kolcsonhatassal. A kiillonb6z0 modszerekkel,
kiilonb6z6 fajokbol szarmazd fehérjéken meghatarozott affinitas értékek a hasonld
motivumok esetében is a 100 nM értéktdl a 100 uM értékig terjedéen nagy valtozatossagot
mutatnak (Hodi et al. 2006; Wagner et al. 2006; Hall et al. 2008; Lightcap et al. 2008; Song et
al. 2008). Megjegyzendd, hogy az LCS8 funkcionalis egysége homodimer, ami két, parallel
elhelyezkedd kotdarkot tartalmaz. A legtobb partner esetében kimutattak, hogy vagy dimer,

vagy képes dimerizalodni. Annak ellenére, hogy az LCS8 és partnerei nagy valosziniiséggel

33



dimer-dimer komplexet alkotnak, kvantitativ médon még nem vizsgaltdk a dimerizaciénak a
kolcsonhatésra kifejtett hatasat. Felmertil a kérdés, hogy milyen mechanizmussal kdtddnek az
egyes motivumok. Azonosithaté-e kiilonbség az egyes csaladok kozott? A partnerek
dimerizacioja befolyasolja-e a kolcsonhatast? El6fordulhat-e, hogy az irodalomban fellelhetd,
azonos, vagy nagyon hasonlé motivumokra vonatkoz6 nagyon eltérd affinitasi értékek annak
tudjhhatok be, hogy az egyik esetben monomer, a masik esetben dimer volt az LCS8
kotépartnere?

Az LC8 csomoéponti fehérje miikdodése tobbféle poszt-transzlacidos modositds révén
szabalyozhat6. Az LCS8 88-as szerinjének foszforilacidja eltolja a fehérje dimer-monomer
egyensulyat a monomer allapot irdnyaba. A monomer LC8 a kotdéarok hidnyaban nem képes
megkotni partnereit (Song et al. 2007; Song et al. 2008). Vajon a partnerek dimerizacioja

hatéassal van-e az LC8 monomer-dimer egyenstlyara?
2.2 Célok pontokba foglalva

Doktori munkam soran célul tiiztem ki az LC8 és fehérjepartnerei kozotti kolcsonhatas

tanulmanyozasat, tovabba ezek alapjan kolcsonhatasi halozatanak feltarasat:

e Az LC8 dinein konnytilanc human paralogok (DYNLLI1 és DYNLL?2) 6sszehasonlitdsa a

hozzéjuk k6t6dé motivumok specificitasanak in vitro meghatarozasaval

e Az LC8 dinein konnyiilanc kotésének termodinamikai és kinetikai jellemzése, a kiilonb6z6

motivumcsaladokra fokuszalva

e Annak vizsgalata, hogy a partnerek dimer szerkezete miként befolyasolja a ktéserdsséget,

a kotés kinetikdjat, illetve ezeknek van-e szerepe az LC8 szabalyozasaban

e A kotdmotivum atfogd elemzése nagy-ateresztoképességli, in vitro iranyitott evolucios

megkozelitéssel, fag-bemutatds modszerrel

e A fag-bemutatds soran meghatarozott kotdszekvencia-mintdzat alapjan nagy affinitasu,

kompetitiv gatloszerként hasznalhato peptid kifejlesztése

e A fag-bemutatds soran meghatarozott kotészekvencia-mintazat alapjan LC8 partnerek

joslasa a human proteomban, eddig nem azonositott partnerek keresése

e A josolt partnerek egy részének kisérletes ellendrzése
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3. Anyagok és modszerek

3.1 E. coli heterolég expresszidhoz sziikséges DNS konstrukciok elkészitése®

Ezeket a konstrukciokat részben én magam, részben masok készitették az alabbiak szerint.

A human DYNLL2-t koédold6 DNS szakaszt (Uniprot kod: Q96FJ2) Hodi Zsuzsa
amplifikalta PCR-rel agyi cDNS-bol (RevertAid First cDNA synthesis kit, Fermentas). A PCR
terméket Ndel és EcoRI restrikcidos endonukledzzal valdo emésztés utan pET-15b vektorba
klénozta (Novagen).

Ugyancsak O sokszorozta PCR segitségével a human miozin-5a 1275-t61 1297-ig tart6
fragmentumat (Uniprot kod: Q9Y411) kodolo DNS szakaszt human hasnyéalmirigy cDNS
konyvtarbol, amit BamHI és EcoRI restrikcids enzimek segitségével pGEX4T-1 expresszios
vektorba kldénozott (Amersham). A leucin-cipzar altal stabilizalt dimer miozin-5a fragmentum
eldallitdsa sordn a miozin fragmentumot kdédoldé DNS-t (1209-1320) PCR segitségével
sokszorositotta. Az igy eldallitott DNS-nek mind az 5°, mind a 3’ végéhez a GCN4 élesztd
transzkripcidos faktor (Uniprot kod: P03069) leucin-cipzar szekvencidjat illesztette
megaprimer PCR modszer segitségével. A végsé PCR terméket pET-15b vektorba klonozta
Ndel és Bglll/BamHI restrikcios enzimek segitségével.

A DYNLL2 Ser88Glu mutans valtozat esetében a szerin-glutamat cserét szintén Hodi
Zsuzsa késztette mutdns oligunukleotid és templatként vad tipust DYNLL2 DNS-ének
felhasznalasaval.

A humén DYNLL1 (Uniprot kod: P63167), a human Bmf (Uniprot kod: Q96LC9) és a
huméan Pakl (Uniprot kod: Q13153) DNS templatokat Dr. Ignacio Rodriguez-Crespotol,
Mark G. Hindstdl és Rakesh Kumartol kaptuk. A DYNLL1 (1-89), a Bmf (1-159) ¢és a Pak1
(203-268) megfelel6 DNS szakaszait Hodi Zsuzsa sokszorositotta PCR-rel és Ndel, EcoRI
restrikciés enzimek segitségével pET-15b vektorba szubklonozta. Szintén O klénozta a
DYNLLI1-t kodold6 DNS-t EcoRI és Sall restrikcidos enzimek hasznélatdval pmCherry-C1
vektorba (Clontech).

* A kisérletekhez hasznalt DYNLLI-pET-15b, DYNLL2-pET-15b, DYNLLI-pGEX4T-1,
monomer miozin-5a (1275-1297)- pGEX4T-1, dimer miozin-5a (1275-1297)-pET-15b,
Bmf-pET-15b, Pakl-pET-15b konstrukciokat Hodi Zsuzsa készitette el (3. tablazat) (Hodi et
al. 2006). A dimerizalt Bmf (64-73), az ATMIN (475-823), illetve a VSRGTQTE, GSRGTQTE,
VDKSTQTD és GDKSTQTD peptidek klonozasat magam végeztem.
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Glutation-S-transzferdz (GST) fuzionadlt DYNLLI1 elkészitése soran templatként a
korabban emlitett pET-15b vektorba klonozott szekvenciat hasznélta, majd BamHI és Ndel

restrikcios enzimek segitségével pGEX4T-1 (Amersham) vektorba kldnozta.

Restrikciés

Fehérje Uniprot Szakasz Vektor Cimke .
enzimek
dinein konnytilanc 1 (DYNLLT1) P63167 1-89 pET-15b 6xHis Ndel, EcoR1
dinein konnyiilanc 1 (DYNLL1) P63167 1-89 pmCherry-Cl mCherry EcoRI, Sall
Atmin 043313 475-823 pET-15b 6xHis Ndel, EcoR1
dimer GSRGTQTE, VSRGTQTE, GDKSTQTD, VDKSTQTD - - modositott pET GST BamH]1, Bglll
dinein konnyiilanc 2 (DYNLL2) QI6FJ2 1-89 pET-15b 6xHis Ndel, EcoR1
dinein konnytilanc 2 S88E (DYNLL2 S88E) QI6FJ2 1-89 pET-15b 6xHis Ndel, EcoR1
monomer miozin 5a QOY4Il  1275-1297 PGEXA4T-1 GST BamHL,
EcoR1
dimer miozin5a Q9Y4I1 1209-1320 ET-15b 6xHis Ndel,
P BamH1/Bglll
Bmf (Bcl-2-modifying factor) Q96LCY 1-159 pET-15b 6xHis Ndel, EcoR1
. . . Ndel
_)_ ek - _ 4
dimer Bmf (Bcl-2-modifying factor) Q96LCY 64-73 pET-15b 6xHis BamHUBgII
EML3 Q32P44 8-94 pET-15b 6xHis Ndel, EcoR1
Pak1 (p21-activatedkinase 1) Q13153 203-268 pET-15b 6xHis Ndel, EcoRl1

3. tablazat: A kisérletek soran haszndlt DNS konstrukciok.

A dimerizalt Bmf (64-73) fragmentumot és a VSRGTQTE, GSRGTQTE, VDKSTQTD ¢s
GDKSTQTD szekvenciakat tartalmazo konstrukcidkat magam készitettem el, ennek soran a
peptideket kddoldo DNS-t PCR segitségével a GCN4 élesztd transzkripeios faktor (Uniprot
kod: P03069) leucin-cipzar szekvencidjanak (250-281) 5° végéhez illesztettem. A GCN4
leucin-cipzart kodolo DNS élesztd cDNS konyvtarbol szarmazik. A Bmf fragmentum
esetében a PCR teméket Ndel és Bglll/BamH]I restrikcios enzim felhasznalasa utdn pET-15b
vektorba ligaltam. A tobbi peptid esetében a PCR terméket BamHI és Bglll enzimek
hasznalata utdn modositott pET vektorba ligaltam. A modositott pET vektor amino-terminalis
glutation-S-transzferaz fzids cimkét, illetve a cimke és az inszert kozott TEV proteaz
felismerd helyet tartalmaz.

A human ATMIN (Uniprot kod: O43313) 475-t61 823-ig tartd szakaszat kodolo DNS
szakaszokat az ATMIN (1-823)-peGFP-C1 konstrukciot templatként felhasznalva PCR
segitségével sokszorositottam, majd Ndel €s EcoRI restrikcids enzimek felhasznalaséval
pET-15b vektorba klonoztam. Az ATMIN (1-823)-peGFP-C1 konstrukciét Dr. Behrens
kutatocsoportjatol kaptuk. (Cancer Research Institute, London).

3.2 E. coli heterolog fehérje expresszio és a rekombinans fehérjék tisztitasa
Az amino terminalison 6xHis cimkét tartalmazé DYNLLI1-, DYNLL2 Ser88Glu- és
DYNLL2 fehérjéket BL21-(DE3) Rosetta (Novagen), mig a GST-t €s az amino-terminalison
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GST cimkét tartalmazd, GCN4 leucin-cipzarral fuziondlt VSRGTQTE, GSRGTQTE,
VDKSTQTD ¢és GDKSTQTD peptideket E. coli BL21-(DE3)Star sejtekben (Novagen)
termeltettem tal. A sejteket 100 ug/ml ampicillin antibiotikummal kiegészitett LB tapoldatban
37°C-on 1.5 ODgp értékig novesztettem, majd 0.5 mM IPTG-vel indukalva 18°C-on 12 6ran
at razattam. A 6xHis fuzids fehérjéket ProfinityTM IMAC Ni-Charged Resin (Bio-RAD), a
GST fuzids fehérjéket GST-BindTM Resin (Novagen) gyongyok segitségével affinitas
kromatografiaval tisztitottam. A cimkéket proteolitikus uton tavolitottamel. Ehhez a GST
cimkés GCN4 leucin-cipzar fuzionalt peptidek esetében TEV proteazt, mig a 6xHis cimkés
tobbi fehérje esetben egy dializis 1épést kovetéen (20 mM Tris, 150 mM NaCl, 3 mM
Na-azid, 3 mM 2-merkaptoetanol, pH = 8,4) trombint hasznaltam. A DYNLLI1, a DYNLL2,
DYNLL2 Ser88Glu ¢és a GST fuzionalt DYNLL1 fehérjéket 10 mM Tris-t, 10 mM NaCl-t
tartalmazé pufferben (pH = 8,4) dializaltam, majd anioncsere kromatografia sordn, HiTrapQ
ion-exchange oszlop (Amersham) hasznalataval tovabb tisztitottam. Az elacio linearis
sokoncentracid gradienssel tortént, a fehérjék 100 mM NaCl koncentracid koriil elualodtak. A
GCN4 leucin-cipzarral fuzional VSRGTQTE, GSRGTQTE, VDKSTQTD ¢és GDKSTQTD
peptidek esetében a lehasitott GST fehérjét 10 percig tartd forralassal, majd centrifugéléassal
tavolitottam el. A feliliszoban maradt GCN4 leucin-cipzarral fuzionalt peptideket
forditottfazisu HPLC segitségével, Jupiter 300 C18 300 E 10x250 oszlopon (Phenomenex)
tisztitottam tovabb. A fehérjék tomegét minden esetben tomegspektrometrias méréssel
ellendriztem Kékesi Katalin kdzremiikodésével. A fehérjéket folyékony nitrogénben torténd

crer

alapjan, a szamitott molaris extinkcios allandé alapjan hataroztuk meg.

3.3 Szilard fazisu peptid szintézis

A szilard fazison torténd peptidek szintézisét (Bmf (Uniprot koéd: Q96LCY,
64-TSQEDKATQTL-73), nNOS (Uniprot koéd: P29475, 232-EMKDTGIQVDRDL-244,
GKAP (Uniprot kéd: 014490, 671-PSKFQSVGVQVEEEy-684), ATMIN (Uniprot kod:
043313, 667-ySLDIETQTDFLL-678) és  TP53bpl  (Uniprot koéd:  Q12888,
1165-yETVSAATQTIKNV-1177) ), illetve VSRGTQTE, GSRGTQTE, VDKSTQTD ¢és
GDKSTQTD peptidek) Dr. Patthy Andrés készitette el ABI 431A Peptide Synthesizer
segitségével Fmoc (9-fluorenil-metiloxi-karbonil-) véddcsoport hasznédlata mellett az ELTE
Biokémiai Tanszéken. A VSRGTQTE, GSRGTQTE, VDKSTQTD és GDKSTQTD peptidek

amino-terminalisat acetilalassal blokkolta. Az amino-termindlisan fluoreszceinnel jelolt Bmf
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peptid esetében a szilard fazisrél vald lehasitas eldtt az amino-termindlis amino-csoportjara
5(6)-karboxyfluoreszceint kapcsolt.

A szintézis utan a peptideket forditottfazisi HPLC segitségével, Jupiter 300 C18 300 E
10x250 oszlopon (Phenomenex) tisztitottuk. A tisztitott peptidek tomegét Kékesi Katalinnal
kozremikodve tomegspektométerrel ellendriztem. Liofilizalas utan a peptideket -20°C-on
aminosav analizis segitségével hataroztam meg. A TP53bpl, az ATMIN ¢és a GKAP
peptideket extra tirozinnal lattam el (a plusz tirozint kis betiivel jeloltem). Ezekben az

srer

a szamitott molaris extinkcios allando felhasznaldsaval hataroztam meg.
3.4 Izotermalis titralo kalorimetria’

Az izotermalis titralo kalorimetrids mérések (ITC) Microcal VP-ITC miiszerrel torténtek.
A DYNLLI1- és a DYNLL2, valamint az ATMIN (475-823) fehérjéket 3 mM
2-merkaptoetanollal kiegészitett PBS pufferben (pH = 7,4) dializaltam. A liofilizalt peptideket
szintén ugyanebben a pufferben oldottam fel. A titralas soran bekovetkezd hdvaltozast 299 K
hémérsékleten kovettem. Az LC8 és a peptidek kolcsonhatasanak vizsgélatakor a K4 és a
peptid koncentracio fiiggvényében (500-1500 uM) 30-40-szer 3-5 ul térfogati peptid oldatot
injektaltam 15-30 uM DYNLL1 vagy DYNLL2 fehérjéhez. A cella térfogata 2 ml volt. Az
ATMIN (475-823) fragmentum DYNLLI1-gyel valdé kdlcsonhatdsanak vizsgalatakor 5 uM
ATMIN (475-823) fragmentumot titrdltam 660 pM DYNLLI1-gyel. A mérések végén
2-5-sz0r0s peptid ligandum (ATMIN (475-823)-DYNLLI esetében 1:15) felesleget értiink el.
Két injektalas kozott 900 mésodpercet vartunk, hogy az alapvonal tokéletesen visszaalljon. A
higulasbol eredé hdvaltozast parhuzamos kisérlet sordn hataroztuk meg, majd ezzel az
értekkel korrigaltuk a mérési adatainkat. Az elsé 2 pl-es injektalast nem hasznaltuk az
értékelésnél. A termodinamikai paramétereket Origin 5.0 program (OriginLab) segitségével
hataroztuk meg. Kiilonb6z6 kotésmodellek (szekvencidlis, egy kotdhely, két kotohely)

kiprobalasa utan azt tapasztaltuk, hogy a mérési adatokra a legegyszeriibb, egy kotéhelyes

> Az LC8 paraldégok és az nNOS, a Bmf, a Pakl, a miozin-5a peptidek és dimer formdik kézott
lezajlo reakciok ITC méréseit Radnai Laszlo kollegammal kozosen végeztiik. Ezeknek a

méréseknek a kivitelezésében és kiértékelésében tovabba Dr Kardos Jozsef volt segitségiinkre.
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modell (A + B = AB) is megfelelden illeszkedett, igy adatainkat ezzel a modellel elemeztiik
ki. A feltlintetett hibahatdrok a meghatarozott modellhez elméletileg legjobban illeszkedd

pontsortdl valo atlagos eltérést jelentik.
3.5 Fluoreszcencia anizotrépia spektroszképia®

A fluoreszcencia anizotropias mérések FLS920 spektrofluoriméterrel (Edinburgh
Instruments) torténtek 23°C hémérsékleten 3 mM 2-merkaptoetanollal kiegészitett PBS
peptidet (64-TSQEDKATQTL-73, ¢ = 818 nM) titraltunk DYNLL2 és DYNLL2 Ser88Glu
fehérjékkel. A fluoreszcein 494 nm-en torténd gerjesztéséhez CW 450 W xenon ivlampat
hasznaltunk. Az emisszids értékeket 540 nm-en detektaltuk. Az anizotropia értékeket a
DYNLL2, DYNLL2 Ser88Glu koncentracidoinak fliggvényében &abrazoltuk, majd a
disszociacids allandot (Kg) az alabbi fliggvény illesztésével kaptuk meg:

(Kd + [D]o + [B]o ) - \/ (Kd,eq + [D]o + [B]0)2 - 4[D]o [B]o
2B}

A=A, +(A

min

Amin )

max

ahol az A a mért anizotropia érték, az Amin €s az Anax az az anizotropia érték, ahol a
fluoreszcein jelolt Bmf peptid szabad, illetve komplexalt allapotban van, a K4 a disszociacios
allando, a D, az 6sszes DYNLL2 vagy az 6sszes DYNLL2 Ser88Glu koncentrécigja, a B, az

Osszes fluoreszcein-jelolt Bmf peptid koncentracigja.
3.6 Feliileti plazmon rezonancia’

Feliilet plazmon rezonancia (,,Surface Plasmon Resonance” (SPR)) mérések
kivitelezéséhez Biacore 3000 miszert hasznaltunk. A dimer miozin-5a fragmentumot
(1209-1320) és a teljes hosszasagut Bmf (1-159) fehérjét CMS sensor chip feliiletére,
aspecifikus modon amino-csoportokon keresztiil kovalens kotéssel (amino-coupling)

N-ethyl-N’-dimethylaminopropyl-carbodiimide ~ (EDC), N-hidroxysuccinimide (NHS),

® A mérések kivitelezését és kiértékelését Radnai LdszIo kollégammal egyiitt végeztiik.

7 A méréseket Radnai Laszloval kézésen végeztiik. A  kivitelezésben és az adatok

kiértékelésében Bécsi Balint segédkezett.
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1 M ethanolamine-HCI (pH = 8,5) vegyszerek haszndlataval rogzitettiik. A feliilet felett
elészor 6 percig 50 mM NHS és 200 mM EDC oldatot aramoltattunk aktivalva a feliiletet.
50 pg/ml dimer miozin-5a fragmentumot 10 mM Na-acetat (pH = 5,0) oldatban higitva 7

percen keresztiil 10 pl/min aramlasi sebességgel injektaltuk a felszinre. A fennmarado6 aktiv

nyomonkovetése érdekében az etanol-aminnal blokkolt, a dimer miozin-5a-t, illetve a Bmf
fehérjét tartalmazo feliiletre futtatd pufferben (10 mM Hepes, 150 mM NaCl, 3 mM EDTA, és
0,005 % Surfactant P20, pH = 7,4) kiilonb6zd koncentracidju higitott DYNLL2-t ¢s DYNLL2
Ser88Glu fehérjéket aramoltattuk 15 percig 10 pl/min aramlédsi sebesség mellett, majd
folyamatosan kovettiikk az RU érték (,,response unit”’) valtozasat. A komplexek disszocidjanak
nyomonkdvetése 15 percig tartd, futtatdé pufferrel valdé mosassal tortént. A megfigyelt RU
értekeket az etanol-aminnal blokkolt felszinen mért RU értékekkel korrigaltuk. A
szenzogramokat BlAevaluation 3.1 program segitségével értékeltik ki. A kinetikai
paraméterek (ko, €s Kofr) €s a disszocidcios allando (Ky) meghatarozasahoz az adatsorokra a

legegyszertiibb, 1:1 Langmuir modellel (A+B=AB) illesztettiik.
3.7 Megallitott Aramlasu fluoreszcencia spektroszkopia kinetikai mérések®

A mérések 296 K-en torténtek, melyekhez Kintek SF-2004 stopped flow miiszert
hasznaltunk. Az A injektorban talalhato DYNLL2 koncentracidja minden esetben 3 uM volt.
beliil valtoztattuk. A fehérjéket 3 mM 2-merkaptoetanollal kiegészitett PBS pufferben
(pH = 7,4) oldottuk. A keverési arany minden mérés esetében 1:1 volt. A DYNLL2 54-es
triptofanjanak fluoreszcencia intenzitds valtozasat kovettik a komplexképzO6dés soran. A
triptofan specifikus gerjesztéséhez Xenon ldmpa segitségével eldallitott 297 nm
hulldmhosszisaga fényt (4 nm résszélesség mellett) hasznaltunk. Az emittalt fényt 340 nm-es

interferenciasziird kozbeiktatasaval detektaltuk. Komplexképz6dés soran a triptofan

8 Bdr a mérések kivitelezéséhez hozzdjarultam, az adatok kiértékelését Radnai LdszIo egyediil
végezte. A dolgozatomban szereplo eredmények megértéséhez csak az LCS komplex
képzddésének sebességi allandoit hasznaltam fel (k ., és k'yp), ezért a dolgozat atlathatésaga
érdekében a kétlépéses kotodes (konformacios dtalakulas és komplexképzodes) elemzését csak

a fiiggelékekben részletezem (fiiggelék abra 1 és fiiggelék tablazat 1).
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fluoreszcencia intenzitasanak ndvekedését tapasztaltuk. Minden egyes peptid koncentracid
esetében legalabb 3 mérést végeztiink, melyeket atlagoltunk ¢és korrigdltunk a
fotohalvanyodassal (,,photobleaching”). Az adatsorokra a kovetkezo:

. S
I = &A. 1 e sok e 1&:6 obsd e C

kettos exponencialis egyenletet illesztettiik, ahol az I a fluoreszcencia intenzitasa, az A; és az
A, a két fazis intenzitas valtozasanak amplitidoja, a Kobs1 €S a Kobsz a két fazis megfigyelt
sebességi allandoja.

Az adatok tovabbi kiértékeléséhez a KinTek Global Kintetic Explorer 2.2.563 szoftvert
hasznaltuk. A két lehetséges modell koziil a konformacios szelekcid modell illeszkedett

jobban az adatsorunkra (4. abra, 1.1.2.3 fejezet, lasd fiiggelék 1. abraja és 1. tablazata):

Indukaltilleszkedés modell: Konformacids szelekcié modell:
L I K L c
E km + kC+i l: k on
D 4T DL ‘|_ D,L D . D,I ‘kT D,L
k. kC.
off g | off

ahol a D az alap allapott DYNLL2, a D’ a megndvekedett fluoreszcencia intenzitasu
DYNLL2, az L a peptid ligand, az egyes k jeldlések pedig a sebességi allandok.

3.8 Kunkel-féle mutagenezis eljaras

A fagmidok és a fag-konyvtar létrehozasa soran gyakran alkalmaztam a manapsag
ritkdbban hasznalt, Kunkel altal leirt mutagenezis eljarast, ezért az -elterjedtebb
géntechnoldgiai modszerekkel (PCR, restrikcios emésztés) ellentétben az aldbbiakban
részletezem az eljarast (Kunkel 1985). A modszer soran a kiindulasi fagmid plazmidot CJ236
K12 E. coli (DUT-, UNG-, F pilus +) sejtvonalba transzformaltam. Ez a térzs a dUTPaz és az
uracil N-glikozidaz génekben mutacioit hordoz. A sejtek M13 helper faggal valo fertdzes utan
a fagmid fagrészecskékbe pakolddva hagyta el a sejteket. A fagokat a sejtek centrifugalassal
torténo iilepitése utan a feliiliszobol izolaltam. A fagokbol Qiaprep spin M13 (Qiagen) kit
hasznalataval egyszali DNS-t tisztitottam. Az uracilt is tartalmazo tisztitott egyszali DNS
szolgalt templatként az in virro iranyitott mutagenezis soran. A mutaciot hordozo fagmidok
elkészitéséhez olyan oligonukleotidokat hasznaltam, amik hordoztak a kivant mutaciot, €s

ettodl mind 5°, mind 3° iranyban legalabb 15 bazisparnyi szakaszon tokéletesen
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komplementerek voltak a templathoz. Az in vitro szintetizaland6, mutacidt hordozo szalat T7
DNS polimeraz (NEB, kat.: M0274S) ¢és T4 ligiz (NEB, kat.. M0202L) segitségével
allitottam el6. A vadtipust és mutans szalakat egyarant tartalmazd kétszalu, koralaku
heteroduplex DNS-t E. coli XL1Blue (DUT+, UNG+, F pilus +) sejtekbe transzformaltam. Az
uracil tartalmt vad tipusit DNS a DUT+, UNG+ XL1Blue sejtekben az uracil-N-glikozilaz
enzim hatdsara preferencidlisan lebomlik, mig a mutans valtozat joval nagyobb aranyban
fennmarad, igy ndvelve meg a mutacios ratat. A sejtekbdl mutans fagmid tisztithato, illetve

M13 helper fag hasznalataval fag termelheto.
3.9 Fagmid vektor konstrukciok

Az altalam létrehozott, a kisérletek soran hasznalt fagmidokat részben sajat magam
allitottam Ossze, ezért az alabbiakban részletezem eldallitasuk folyamatat. Az altalam hasznalt
fagmidok kiindulasi alapjaul a pS1602a fagmidot hasznaltam, amit eredetileg a Genentech-
ben fejlesztettek ki kiindulasi vektorként pBluecript II KS(-) fagmidot hasznalva (Sidhu et al.
2000). A pS1602a fagmid az M13 fag p3 burokfehérje amino terminalisdhoz fuzionalt human
novekedési hormon (hGH) génjét tartalmazza. A fuzios fehérjét kodold gén atirasat a pTac
promoter szabalyozza. Egyik témavezetdm, Pal Gabor laboratoriuméaban Kunkel és PCR
alapi mutagenezisek hasznalatdval a hGH génjét FLAG cimkét kodoldé szakaszra
(DYKDDDD) ¢és Kpnl restrikcios enzim felismerdhelyre cserélték, igy létrehozva a
pG2B-Tag fagmidot. A peptidkonyvtar bivalens bemutatdsanak érdekében a GCN4 élesztd
transzkripcids faktor (Uniprot kod: P03069, 250-281) leucin-cipzarjat haszndltam, amely
¢lesztd cDNS konyvtarbol szarmazott. A GCN4 leucin-cipzarjat kodoldé DNS szakasz
(250-281) 5° végéhez megaprimer PCR modszerrel fuziondltam a Bmf 8 aminosav
hosszisagu LC8 kotdmotivumat (Uniprot kod: Q96LCY, 66-EDKATQTL-73) kédolo DNS-t,
amelyhez mind az 5°, mind a 3 vég esetében 4 aminosav hossziisagl glicin-szerin linkert
kodolo DNS-t illesztettem. A PCR-rel elkészitett termék a
SGGSG/EDKATQTLgms.66.73/ GGSG/MKQLEDKVEELLSKNYHLENEVARLKKLVGERgcna:250-281 peptidet
koédolja. Ezek utan Xhol és Kpnl restrikcios enzimek segitségével az inszertet pG2B-Tag
fagmidba ligaltam, létrehozva a pTFBL-p3 fagmidot. A pTFBL-p3 fagmid tartalmaz tehat
5’-t6l 3’ irany fel¢ haladva egy pTac promotert, egy MalE szignal szekvenciat, egy FLAG
cimkét, glicin-szerin linkert, Bmf motivumot, glicin-szerin linkert és a p3 burokfehérjét.
Késébb a pTFBL-p3 fagmidban taldlhatdo pTac promotert EcoRI és Nsil restrikcids enzimek

hasznalata soran kazettacsere mutagenezissel hGHbp-29-238 vektorbol (Genentech) szarmazé
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phoA prométerre cseréltem (Kikuchi et al. 1981). Az igy létrehozott végsd konstrukciot
pPFBL-p3-nak neveztem el (18. abra).

3.10 Fagmid- és fag-konyvtar készités valamint fag-bemutatas

A fagmid - és a fag-konyvtar készitése, a fagok kezelése, valamint a fag-bemutatas soran a
Sachdev Sidhu ¢és munkatdrsai altal leirt protokoll szerint jartam el (Sidhu et al. 2000). A
modszer részletes leirdsdnak nagy terjedelme miatt csak a legfontosabb részleteket
0sszegzem.

A fagmid konyvtar készitése soran eldszor Kunkel mutagenezis eljarassal TAA stop
kodonokra cseréltem a pPFBL-p3 fagmid Bmf motivumot kodolé DNS szakaszat 1étrehozva a
pPF-STOP-L-p3 konstrukciét. A fagmid konyvtarakat a pPF-STOP-L-p3 konstrukciot
templatként felhasznalva allitottam el6. Az els6 konyvtar esetében a STOP kodonokat
tartalmazé szegmenst Kunkel mutagenezis soran NNK NNK NNK NNK NNK CAG NNK
NNK szekvenciara (kodolt aminosav sorrend XXXXXQXX, ahol ,,X” = mind a 20
aminosav), mig a masodik konyvtar esetében NNK NNK GTG AGC CGT GGT NNK NNK
NNK GAA NNK szekvencidra (XXVSRGXXXEX) cseréltem (18. abra). Az N a négy bazis
keverékét, mig a K a T és a G keverékét jelzi. Az NNK séma 32 féle kodon keverékét jelenti,
amelyek egyiittesen mind a 20 természetben eldforduldé aminosavat kddoljak.

A fagmid-konyvtarat SS320 E. coli (F pilus +) elektrokompetens sejtekbe elektroporaltam,
majd a konyvtdrméret meghatdrozasa utdn M13 helper fag segitségével fag-konyvtarat
készitettem. A fagokhoz 5-szo6r tomény kicsapd szert (20% PEGS8000, 2,5 M NaCl) adtam, a
letileped6 fagrészecskéket centrifugélassal izolaltam. A fagokat 0,1 nM koncentracio értékre
higitottam. A higitashoz 30 pg/ml rekombindns GST-t, 5 mg/ml BSA-t és 0,05% Tween-20-at
tartalmaz6 PBS puffert (pH = 7,4) hasznéltam. Az oldatban alkalmazott GST és BSA jelenléte
csOkkenti az esélyét annak, hogy a szelekcios soran (lasd lejjebb) a GST fuzios fehérjére
illetve a blokkolo6 fehérjeként hasznalt BSA-ra is szelektalodjanak fagok.

A fag-bemutatas sordan PBS (pH = 7,4) oldatban 3 pg/zseb GST-fuzionalt DYNLLI1-et
(GST-DYNLLTI) rogzitettem MaxiSorp (NUNC) ELISA lemezek feliiletére. A szabad
lemezfeliiletet 5 mg/ml BSA oldattal blokkoltam.

Kontrollként és a szekvencidk statisztikai adatainak norméldsdhoz a fagokat immobilizalt
anti-FLAG antitestet (2 p/ml, SIGMA, F3165) és blokkold fehérjeként BSA-t hordozo
feltileten is szelektaltam. A szelekcid 12 ELISA mintahelyben tortént, egy-egy mintahelybe

100 pl higitott fag-konyvtarat raktam és 2 orat inkubaltam szobahdmérsékleten. A feliiletre
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nem kotddd fagokat 0,05% Tween-20-at tartalmazo PBS pufferrel (pH = 7,4) tobbszori
mosast kovetden tavolitottam el. A specifikusan kotédé fagokat 100 pl/csé 100 mM HCI
oldattal elualtam, majd az elualt oldatot 15 ul 1M Tris-base pufferrel semlegesitettem. Az
eluatummal E. coli XL1Blue sejteket fertéztem és M13 helper fagok hozzdadasa utan ismét
fagokat termeltettem. Minden szelekcios ciklus utan ellendriztem a BSA-t, Anti-FLAG
antitestet ¢s GST-DYNLLI1-et tartalmaz6 feliileten szelektalt fagok titerét. A célfehérjékent
szelektalt titer elosztva a BSA-n kapott titerrel megadja a dasulas mértékét, masszoval a
specifikusan és nemspecifikusan kotddo klonok aranyat.

A szelekcios ciklusok utan egyedi klonok GST-DYNLLI feliilethez valdo kotddését
ellendriztem ELISA kisérletben torma peroxidaz konjugalt monoklonélis Anti-M13 antitest
(GE healthcare, kod: 27-9421-01, 5000-szer higitott) felhasznalasaval. Negativ kontrollként
immobilizalt BSA-t, pozitiv kontrollként (mivel minden klénon kell, hogy legyen epitop
cimke) anti-FLAG antitestet hasznaltam. A BSA kontrollhoz képest haromszoros ELISA jelet
ado klonok aminosavsorrendjét a kodolé DNS szakasz szekvenalasaval hataroztam meg.
Ehhez Big Dye Terminator v3.1 cycle Sequencing Kitet (Applied Biosystem) hasznaltam. A
statisztikai analizisbe csak olyan klonokat vontam be, amelyek DNS szinten egyediek voltak.
Az egyes poziciok aminosav gyakorisagat a fagokon vald eltérd kifejezOdési hatékonysag
(display bias) miatt immobilizalt Anti-FLAG antitesten torténd parhuzamos szelekcio
eredményébdl szarmazd gyakorisagi adatokkal normaltam. A kotésmintdzatot WebLogo
program segitségével hataroztam meg (http://weblogo.berkley.edu) (Schneider et al. 1990;
Crooks et al. 2004).

3.11 LC8 dinein kénnyiilanc kotépartnereinek joslasa’

A humén LCS8 partnerek joslasdhoz a UniProt adatbazisban taldlhaté annotalt human
proteomot hasznaltuk. A szekretalt, a transzmembran és az extracellularis doméneket
tartalmazd fehérjerészeket eltavolitottuk a kiindulasi adathalmazbol. Nyolc, illetve 11
aminosav hosszusagli ablak hasznalataval szkenneltik a fenti modon eldszlirt humén
fehérjeszekvencidkat, igy allitottuk eld azt a peptidkészletet, amelyen beliil k6tdmotivumokat
josoltunk. Csak azokat a peptideket hasznaltuk, amelyeket az [UPred algoritmus hasznalataval

rendezetlennek (IDR) becsiiltiik. Ha egy peptidnek egyetlen pozicioja sem kapott 0,5 értéknél

® A bioinformatikai munka teljes részét Siiveges Ddaniel készitette.
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nagyobbat, akkor a tovabbi joslasi 1épésekbe nem vontuk be. Feltételeztiik, hogy az egyes
poziciok egymastdl fliggetleniil jarulnak hozza az LC8-cal valo kdlcsonhatas kialakitasahoz.
A fag-bemutatds soran minden poziciora egyenként meghatarozott aminosav eléfordulasi
szazalékértéknek megfeleld szamértékkel pontoztuk a human peptidek minden egyes

crer

pontszamait az alabbi egyenlet alapjan 0sszesitettiik:

8
S=Zv{"—1oo S=2viN
- :

2

2 >

ahol az S az adott peptid Osszesitett pontértéke, v az i. pozicidban taldlhatdé N aminosavnak
a fag-bemutatds soran meghatarozott szazalékos eléforduldsa. Az elsdé konyvtar eredményébdl
késziilt joslas soran az 6sszpontszambdl kivontunk 100-at, mert a 0-ik pozicidban a glutamint
rogzitettiik (ami a 100%-o0s ardnya miatt abban a pozicidban 100 pontot ért volna).

Meghataroztuk a pontszamértékekre azt a kiiszobértéket, amelynél magasabb pontszamu
peptideket potencialis LC8 kotomotivumoknak tekintettiink. Ennek meghatarozasdhoz az
egyes poziciokhoz tartozo aminosav eléforduldsi szézalékokat rogzitettiik, majd a pozicidkat
1000 kiilonbdzé mddon Osszekevertiik. Az igy kapott 1000 kiilonb6zé mintézattal a sziirt
huméan adatbazis peptidjeit Ujrapontoztuk. A fag-bemutatds eredményébdl kapott, a
pontszdmokra vonatkozo stliriiségeloszlas értékeket elosztottuk a randomizalas soran kapott
stiriségeloszlas értekekkel. Ahol ez az érték meghaladta az 1-et, ott definidltuk a

kiiszobértéket.
3.12 Kristalyositas és riintgendiffrakci()10

A komplexeket TBS pufferben (20 mM Tris-HCL, 150 mM NacCl, 3 mM NaNj3;, 5 mM
DTT, pH = 7,6) mértiik ossze a kovetkezd végkoncentricioknak megfeleléen: 1,5 mM

' A kisérletek ezen részéhez valé kozvetlen hozzdjdrulisom a dinein konnyiildnc és a
kélcsonhato peptidjeinek elkészitésére és tisztitasara korlatozodott. A fehérjekristalyok
noveszteset és tovabbi kezelését Radnai LdszIlo végezte. A szordsi adatok gytijtését, valamint
az adatok kiértékelését Katona Gergo, Weixiao Y. Wahlgren, illetve Harmat Veronika

csinalta.
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DYNLL2 ¢és 2 mM Ac-SRGTQTE, valamint 1,2 mM DYNLL2 peptid és 1,3 mM GCN4
leucin-cipzar altal dimerizalt VSRGTQTE peptid. A kristalyositas fliggécsepp-modszerrel
tortént 293 K homérsékleten 2 pul fehérjeoldat €s 2 ul kristalyositd oldat 6sszemérése utan. A
kristalyositd oldat dsszetétele az Ac-SRGTQTE-komplex esetében 31% PEG4000, 400 mM
CH3;COONHg4, 100 mM CH3COONa, pH 4,6, valamint dimer VSRGTQTE-komplex esetében
20% PEGS8000, 200 mM MgCl,, 100 mM TRIS, pH 7,0 volt.

Az Ac-SRGTQTE-komplex esetében ESFR I1D29 rontgensugar-forrast (A = 0,93 A)
hasznaltuk. Az adatgytijtés ADSC Q315R CCD detektor hasznalatdval 100 K homérsékleten
tortént. Az adatok indexeléséhez, integralasahoz és skalazasahoz 1,31 A felbontasig az XDS
¢s az XSCALE (Kabsch 1993) programokat hasznaltuk. A tércsoport P2,2,2;, az elemi cella
méretei a=35.6 A, b=64.0 A, c=151.8 A voltak.

A dimer VSRGTQTE-komplex esetében Osmic konfokalis optika altal fokuszalt Cu, Ka
sugarzast (A=1.5418 A) hasznaltunk. Az adatgyiijtés Rigaku R-AXIS IV++ detektor
hasznélatdval tortént. Az adatok indexeléséhez, integralasidhoz és skalazasihoz 2,9 A
felbontasig a CrystalClear (Kabsch 1993) programot (Rigaku) hasznaltuk. A tércsoport
P2,2,2,, az elemi cella méretei a= 53.8 A, b=68.4 A, c=101.7 A voltak.

Az Ac-SRGTQTE-komplex szerkezetét molekularis helyettesités modszerrel oldottuk meg,
melyhez a PHASER ¢és a CCP4 6.1.2 programcsomagot hasznaltuk. Keresémodellnek a 1CMI
PDB koddal rendelkezé szerkezetet haszndltuk. Az automatikus modellépités Arp/wArp
programmal tortént a DYNLL2 monomer és a szintetikus peptidek szekvencidinak
felhasznalasaval. A modellt tobb iterativ Iépésen keresztiil épitettiik, €s javitottuk a Coot és a
Refmac5 program (CCP4 6.1.2 programcsomag) hasznélataval. Utolsd 1épésként az
Ac-SRGTQTE-komplex esetében a fehérjeatomok esetén anizotrop hdmérsékleti faktorokat
hasznaltunk. Ez az Rpxior €S Reee €rtékeket 2,4% és 1,5%-kal csokkentette. Az automatikus
modellépités soran 419 vizmolekulat modelleztiink. A végs6 szerkezeti modellnek Rerys
érteke 12,1 %, Ry értéke 15,6 % volt.

A dimer VSRGTQTE-komplex szerkezetét a MOLREP program (CCP4 6.1.2
programcsomag) hasznalataval oldottuk meg. Keresdmodellnek az Ac-SRGTQTE-komplex
szerkezetet hasznaltuk. A modell épitéséhez a Coot és a Refmac5 programokat hasznaltuk. A
végso modell 1999 atomot és 40 vizmolekulat tartalmaz. A végsd szerkezeti modellnek Reys
értéke 25,0 %, Rpee €rtéke 29,5 % volt. A szerkezet szterecokémiai kiértékeléséhez a
WHATCHECK ¢és a PROCHECK programokat hasznaltuk.

A rontgenszoras €s a modellépités adatai a fliggelék 3. tablazataban talalhatoak.
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3.13 Pepscan analizis''

Az ATMIN 362-td] 823-ig tartd fragmentumat 12 aminosav hosszusagu, atfeddé peptidekre
osztottuk. Az aminoterminalison acetilalt peptideket automata csepp (,,spot”) szintetizaldval
(Intavis, Cologne, Germany) allitottuk eld. A peptidek karboxilterminalisara polietilén glikol
linkert tettiink, majd ezen keresztiil nitrocelluloz membran feliiletére rogzitettiik oket. A
peptideket tartalmazo feliiletet TBS pufferben (50 mM Tris, 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI,
pH = 7,0) oldott 1 %-os zsirszegény tejporral blokkoltuk 4 o6rdn keresztiil
szobahdmeérsékleten. A feliiletet ezutan rekombinansan eldallitott, 6xHis cimkével ellatott
DYNLLI-gyel kezeltik 12 oran keresztiil szobahdmérsékleten. Haromszor mostuk a
membrant 0,05 % Tween-20-szal kiegészitett TBS pufferrel, majd Anti-His antitesttel ECL
reakcid soran UVI-tec digital image analyser (UVItec, Cambridge, UK) miiszerrel detektaltuk
a feliiletre kotddott 6xHIS-DYNLL1-et. Annak érdekében, hogy figyelembe tudjuk venni a
peptidek €s az Anti-His antitest kozotti esetleges aspecifikus keresztreakcidt, egy negativ
kontroll kisérlet keretében az Anti-His antitestet 6xHIS-DYNLL1-gyel nem kezelt membranra

is felvittem.
3.14 Eleszt6 kéthibrid!?

A “csali” fehérjeként hasznalt DYNLL1-et GAL4 élesztd transzkripcios faktort tartalmazo
pGBT9 plazmidba (BD Clontech) klonoztuk, majd Saccharomyces cerevisiae Y190
sejtvonalba (MATa, ura3-52, his3-200, ade2-101, lys2-801, trp1-901, leu2-3, 112, galdA,
gal80A, cyh2, LYS2::GALlyas-HIS3tata-HIS3,MELI; URA3::GAL1yas-GALltatA-lacz)
transzformaltuk. Partnerek kereséséhez egy nagy komplexitdsi human sziv cDNS konyvtérat
(MATCHMAKER Library (BD Clontech) haszndltunk. Ezt élesztd GAL4 aktivaciés domént
tartalmazd (AD) pACT2 vektorba klonoztuk, majd Saccharomyces cerevisiae Y187
sejtvonalba transzformaltuk (MATa, ura3-52, his3-200, ade2-101, trp1-901, leu2-3, 112,
gal4A, met-, gal80A, URA3::GAL1UAS-GALITATA-lacz,MELI). A koényvtar mérete 2x10°
volt. 150 pozitiv klont sikeriilt azonositani Leu- / Trp- / His- / SD lemezeken 10 mM

! A pepscan analizist Ignaco Rodriguez-Crespo és Juan Pablo Albar kivitelezték.

2 Az élesztd kéthibrid alapui partner , haldszdast” és a tovabbi fragmentumanalizist Ignaco

Rodriguez-Crespo és Monica Martinez-Moreno végezték el.
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3-Amino-triazole jelenlétében. A pozitiv klonokat kék-fehér szelekcioval igazoltuk X-B-Gal-t
hasznalva szubsztratként. A klonok DNS-ét PCR-rel amplifikaltuk, majd szekvencidjukat
automata szekvenaloval hataroztuk meg. Az ATMIN fragmentumok DNS-ét pACT2 vektorba

szubklonoztuk. A kolcsdnhatasok igazolasa a fentiekhez hasonlé modon tortént.
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4. Eredmények

4.1 Az LC8 dinein konnyiillanc human paralogjainak, a DYNLL1 és DYNLL2

kotésspecificitasanak in vifro vizsgalata és osszehasonlitasa

A két human paralog — DYNLL1 és DYNLL2 — nagyfoku szekvencialis és szerkezeti
hasonlosagot mutat. Ennek dacara Day és munkatarsai azt talaltak, hogy in vivo ezek a a
paralogok eltérd kotopartner-specificitassal rendelkeznek (Day et al. 2004). Ennek ellenére a
szakirodalomban az LC8 partnereinek azonositasa soran a legtobb esetben nem jeldlik, hogy a
kisérleteket melyik paraloggal végezték el, vagy éppeséggel nem vizsgaltdk a kotodést
mindkét paraloggal. Emellett szamos esetben nem human fehérjékkel, hanem Drosophila
melanogaster-rel vagy mas organizmusokkal dolgoztak, melyekben csak egy izoforma
talalhat6. Munkam kezdetén, mielott részletesen elkezdtem volna a huméan LC8 és partnerei,
illetve a kiilonb6z6 motivumok kozotti kdlesonhatas tanulméanyozasat, célul tiztiik ki, hogy a
két human LC8 paralog partner-specificitasat tisztazzuk. Kivancsiak voltunk, hogy a
paralogoknak in vitro eltér-e a kotésspecificitasa, azonosithato-e barmilyen kiilonbség abban,

hogyan kotodnek az eltéré motivumesaladokhoz tartozo peptidekhez.

14. dbra: Az LC8 humdn

paralégok (DYNLLI és ol A . olB . o -
DYNLL2) monomer (A és B) és

dimer (C) Bmf peptiddel tortéen -10° 10 -20-

titrdldsi reakcidja sordn fellépé g -20 / -20 40

hévdltozast izotermdlis fifrdlé = -30- / 230

ka!orimetr.ifsh (IT C)m kmérése: < 40 .../ 40. 60-

segitségével hataroztuk meg. e —‘/

mérések sordn minden esetben 90 - 50y - 80 j_*"‘*-{ _

1:1 sztochiometria figvelhetd 0 1 2 0 1 2 0 1 2
meg, azaz egy dimer LCS8 két DYNLL :peptid molaris aranya

monomer peptidet, illetve egy

dimer peptidet kit meg. A DYNLLI-nek (A) és a DYNLL2-nek (B) a monomer Bmf peptiddel torténd titrdldsa
sordn tapasztalt hévdltozds profiljaban lényegi kiilonbség nem tapasztalhaté (DYNLLI-Bmf: Kdeq = 1 uM,
AH = -46,1 kJmol', -TAS = 11,9 kJmol’; DYNLL2-Bmf> Kdeq = 0,7 uM, AH = -51,3 kJmol’,
-TAS = 16,1 kJmol”). A GCN4 leucin-cipzar dltal dimerizalt Bmf peptid esetében a monomer peptidekhez képest
a ldtszélagos disszocidcios dllando kozel 200-ad rvészére csokkent (DYNLL2-dimer Bmf: Kdeq = 0,7 uM,
AH =-51,3 kJmol™, -TAS = 16,1 kJmol ™" ) (C).
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Az irodalomban az nNOS fehérjét csak a DYNLL1, mig a Bmf fehérjét csak a DYNLL2
partnereként azonositottdk (Jaffrey et al. 1996; Puthalakath et al. 2001). Az nNOS fehérje
kotépeptidje (T3G,11QeV1Dy) az 1,QoViD, motivumcsaladhoz, mig a Bmf fehérje
kotépeptidje (K3ALT.1QeT1D;) a K3X,T.1QoT; motivumcsaladhoz tartozik. A két peptidet
szintetikusan eldallitottuk és izotermalis titrald kalorimetria, illetve triptofan fluoreszcencia
alapu megallitasos fluoreszcencia spektroszkopia segitségével meghataroztuk a DYNLLI1-
gyel és a DYNLL2-vel torténd kolcsonhatasuk termodinamikai és kinetikai allandoit
(14. abra). A megallitdsos fluoreszcencia spektroszképia hasznalata soran az LC8 54-es
triptofanjanak fluoreszcencia intenzitds valtozasat kovettiik a komplex képzddése soran. A
magat a komplexképzddést. A kolcsonhatds soran bekdvetkezd LC8 konforméciovaltozas
mindegyik peptid esetében hasonld kinetikai paraméterek mellett tortént, ezért a
dolgozatomban csak a komplexképzddés sebességi allanddit hasznaltam fel. A kétlépéses
mechanizmus pontos elemzését a dolgozat konnyebb atlathatosadga és megértése érdekében
csak a fliggelékekben részletezem (fiiggelék 1. abra és fiiggelék 1. tablazat).

Elsé észrevételiink, hogy in vitro a két kiilonb6z6é motivumcsaladba tartozd peptid
ugyanolyan 1:1 (1 LC8 dimer : 2 peptid) sztochiometriaval kotddott mindkét LC8 paraloghoz.
A paraméterek meghatarozasa utan megallapithato, hogy a DYNLLI valamivel gyengébben
¢és lassabban kototte mindkét peptidet mint a DYNLL2 (DYNLLI-Bmf: Kgeq = 1 uM,
AH = -46,1 kIM-', -TAS = 11,9, k“, = 10,4 mM's; DYNLL2-Bmf: Kgeq = 0,7 uM,
AH = -51,3 KIM-', -TAS = 16,1, k%, = 21,7 mM's, DYNLLI-nNOS: Kgeq = 7 uM,
AH = -18,7 kKIM-', -TAS = -10.8, k., = 46,8 mM's™"; DYNLL2-nNOS: Kg,eq = 5.4 uM,
AH = -22.3 kJM—l, -TAS = -7,9, K on = 58,4 mM'ls'l). Ugyanakkor a két paralog kotési

tulajdonsdgai a vizsgalt két peptiden olyan csekély mértékben térnek el, hogy az nem
magyaraza az in vivo tapasztalt partnerspecificitast (4. tablazat).

A DYNLLI1 masodik aminosava cisztein, ami a mar meghatarozott kristalyszerkezetekbol
jol lathatéan az oldatfazis felé néz. King és munkatarsai kimutattak, hogy a DYNLL1 emlitett
ciszteinje a sejt egyfajta redox allapotanak érzékeldjeként is miikodhet (King 2008). Ha két
dimer DYNLL1 molekula ciszteinjei kozott oxidacido soran diszulfid hid alakul ki, az
gatolhatja a DYNLLI1 és partnerei kozotti kolcsonhatast. A DYNLLI ciszteinjének in vitro
kisérleteink soran tapasztalt redox aktivitasa is aldtdmasztotta King megfigyeléseit. Erre utalt
az is, hogy redukaloszer alkalmazasa nélkiil a kisérleteinkben folyamatosan csokkent a
kotdképes DYNLL1 mennyisége. Mivel a DYNLLI és a DYNLL2 kotési paraméterei kozott

szamottevo kiilonbséget nem tapasztaltunk, a cisztein okozta melléktermekek elkeriilése €s a
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konnyebb kezelhetdség érdekében az in vitro kisérleteimhez a munkdm nagy részében

DYNLL2-t hasznaltam.

Kool AH' -TASY kS K
Partner Izoforma X . _ 1

(nM) (kImol™) (kimol™) (M™s") (s7)
Bmf (DKATQTL) DYNLLI1 1050+40  -46,1+0.2 11,9 10400 -
Bmf (DKATQTL) DYNLL2 735422 -51,340.1 16,1 21700 S
Bmf (dimer) DYNLL2 3,46+0,46 -81,1+0,1 32,7 13000 S
EML3 (VSRGTQTE) DYNLLI1 80+6 -75,6+0,1 35,0 - -

ATMIN (DIETQTD)  DYNLL2 1700430 -64,7+0,1 31,7 - -
TP53bpl (SAATQTI)  DYNLL2 4500434  -46,1+0,1 15,5 - -

nNOS (DTGIQVD) DYNLL1  7000+230 -18,7+0,1 -10,8 46800 4,22x10™
nNOS (DTGIQVD) DYNLL2  5410£150 -22,3+0,1 -7,91 58400 4,37x10™
GKAP (SVGVQVE) DYNLL2  2400+£310 -9,1+0,2 -23,1 - -
miozin-5a (DKNTMTD) DYNLL2  8850+670 -23,9+0,4 -4,93 6590  1,03x10"
miozin-5a (dimer) DYNLL2 37+5 -28,5+0,1 -13,9 4020 S
Pakl (DVATSPI) DYNLL2 42700+5300 -21,5+4,1 -3,48 16400 6,41x10™

4. tablazat: LC8/DYNLL és kiilonbozé kotdpeptidjeinek komplexképzddése soran meghatarozott
termodinamikai és kinetikai adatai. A részletes kinetikai adatok és magyardzata a fiiggelék 1. dabrdjan és 1.
tablazataban megtalalhatoak.

K, eq: egyensulyi disszociacios dllando

AH: reakcio soran bekévetkezo entalpiavaltozas

T: héméerseklet Kelvin fokban megadva

AS: reakcio soran bekovetkezd entropia valtozas

kS, komplexképzddés sebességi dllandéja

I Izotermdlis titralo kalorimetria dltal egyensulyi kériilmények kézott meghatarozott termodinamikai
paraméterek.

§: Triptofan alapu megallitott aramldasu fluorimetrias spektroskopia altal meghatarozott paraméterek.

*: A tul nagy bizonytalansag mellett meghatarozhato paramétereket nem tiintettiik fel.

42 Az LC8 dinein konnyilinc Kkiilonb6zé motivumcsaladokkal valo

kolecsonhatasanak tanulmanyozasa

Az LCS8 igen valtozatos szekvencia mintazatokat ismer fel. Szekvencia hasonlosag alapjan
ezeket harom csalddba soroljak: KX ,T.1QoT;, L1QoViD, és az ezektdl eltérd, nem-
kanonikus csalddra (Lo et al. 2001; Rodriguez-Crespo et al. 2001). A motivumok ilyen,
szekvencialis alapon torténd felosztasanak azonban eddig semmilyen funkcionalis alapjat nem

bizonyitottak. Felmeriil a kérdés, hogy létezik-e a kiilonb6zd csaladok motivumai kozott
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valamilyen kotddésbeli mechanisztikus kiilonbség, ami kozelebb vihet minket az LCS8
fiziologias szerepének megértéséhez.

Ezért mindegyik motivumcsaladbol kivalasztottunk egy-egy peptidet és szintetikusan
eldallitottuk oket. A K3X,T1QoT; csaladbol a Bmf fehérje (K3ALT.1QoT1D»), az 1,,QoV D2
csaladbol az nNOS fehérje (T3G,11QoVD,), mig a nem-kanonikus csaladbdl a miozin-5a
(K3NLT MoTD,) és a Pakl fehérjék kotopeptidjeit (V3ALT.1SoPily) valasztottuk. A
kolcsonhatasok termodinamikai és kinetikai paramétereit izotermalis titrdlo kalorimetria és
triptofan fluoreszcencia alapi megallitasos fluoreszcencia spektroszképia hasznalataval
hataroztuk meg (4. tablazat).

Kontrollként a majdnem teljes hosszusagii Bmf fehérjét (1-159 fragmentum) hasznaltuk
annak érdekében, hogy feltarjuk, vajon a partnereken van-e mésodlagos kdtémotivum is. Ez a
fragmentum a Bmf fehérjének csak a karboxiltermindalisnal talalhatd hidrofob szakaszat nem
tartalmazza, ami valdszinlileg a fehérje membranba val6é kihorgonyzasahoz szilikséges
(O'Connor et al. 1998). Az 1-159 fragmentummal végzett kisérletek eredményei nagyon
hasonlitanak a peptides eredményekhez, igy a Bmf fehérje esetében kizarhatjuk mésodlagos
kotdmotivum 1étezését.

Mindegyik kolcsonhatas esetében 1:1 (1 LC8 dimer : 2 peptid) sztochiometrit
tapasztaltunk. Egyik kisérletiinkben sem figyeltiink meg sem negativ, sem pozitiv
kooperativitast a két kotéarok kozott. A Ki3X,T.;QT; csaladhoz tartozd6 Bmf fehérje
kotopeptidje esetében tapasztaltuk a legnagyobb kotéserdsséget (Kg, oq = 0,7 pM) (14. abra).
Ennél valamelyest gyengébben kotddott az 1,QoV D, csaladhoz tartoz6 nNOS fehérje
kotopeptidje (Kg, eq = 5 uM). A K3X5T.1QoT; csaladhoz igen hasonld, de a legkonzervaltabb,
0-ik pozicidban nem glutamint, hanem metionint tartalmazé miozin-5a peptid még kisebb
affinitassal kot6dott (Kg g = 9 pM). Az Osszes szekvenciatol legjobban eltéré Pakl fehérje
peptidje kotddott leggyengébben (Kg, oq = 40 uM). Mig az nNOS, a miozin-5a és a Pakl
peptidek kotddése entalpikusan és entropikusan is kedvezd (nNOS: AH = -18,7 kJ mol™,
-TAS = -10,8 kJ mol’, miozin-5a: AH = -23,9 kJ mol”, -TAS = 4,93 kJ mol,
Pakl: AH = -21,5 kJ mol™, -TAS = -3,48 kJ mol™), addig a Bmf peptid kotése entalpikusan
kedvezd, de entropikusan kedvezétlen (AH = -51,3 kJ mol™, -TAS = 16,1 kJ mol'l). A Bmf
peptid esetében a kedvezdtlen entropikus tagot a tobbi peptidnél tapasztalt entalpikus
hozzéjarulashoz képest legalabb kétszer akkora entalpikus tag ellenpontozza.

Ha megvizsgaljuk a kiilonb6z6 motivumcsaladokhoz tartozd peptidek LC8-cal valod
komplexképzddésének kinetikdjat, akkor megallapithatjuk, hogy a komplexképzddés

sebességi allanddja 6 - 58 mM's™ értékek kozott van, de az egyes motivumesaladok kozott
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nNOS, a miozin-5a és a Pakl peptidek esetében 0,1 és 0,6 s érték kozott voltak. Bar a
konkrét értéket csak nagy bizonytalansaggal lehetett meghatarozni, a Bmf peptid koriilbeliil
100-szor lassabban disszocialt (kS.¢ = 0,00185 s7) (fiiggelék 1. abra és fiiggelék
1. tablazat).

A B Idé (perc) C

0 20 40 &0 B0 700 120 140 160 0 20 40 &0 B0 100120140160180 o 20 40 B0 80 100 120 140
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15. dbra: A DYNLL2 TP53bpl (A3A,T,0,T1) (A), ATMIN (IE,T,0,1:D;) (B) és
GKAP (V_;G .,V ;0,V1E,) (C) peptidekkel torténd titrdldsa sordn lezajlo hovaltozdst ITC mddszerrel hataroztuk
meg. A DYNLL2-GKAP peptid reakcié entalpikusan és entrépikusan is kedvezé (K; = 2,4 uM,
AH =-9,1 kJ mol”, -TAS = -23,1 kJ mol”’), mig a DYNLL2- Tp53bpI- és az ATMIN peptid reakciok entalpikusan
kedvezd, de entrépikusan kedvezétlen folyamatok voltak (Tp53bpl K; = 4,5 uM, AH =-46,1 kJ mol”?,
-TAS = 15,5 kJ mol”', ATMIN K; = 1,7 uM, AH =-64,7 kJ mol, -TAS = 31,7 kJ mol™).

Kivancsiak voltunk, hogy mennyire altalanosithatéak a KX ,T 1QeT; és az 1;QoV:D>
csaladokhoz tartozé Bmf €s nNOS motivumok eltér6 komplexképzodesi tulajdonsagai, ezért
tovabbi motivumok kotésének termodinamikai allandoit is meghataroztuk ITC modszer
segitségével (4. tablazat és 15. abra). A fumor suppressor p53-binding protein 1 (TP53bpl)
K3X,T1QoT: kotomotivum csaladba tartozé A3A LT 1QT:Lr peptidet illetve és a Disks
large-associated protein 1 (GKAP) az 1,Q,V;D, motivum csaladhoz hasonlito
V3G,V1QeV1E, peptidet vizsgaltuk. A mérések soran a peptidek a korabbiakkal
megegyezoen 1:1 sztochiometriaval kotodtek (15. abra). A GKAP motivum kotésének
affinitasa és termodinamikai parameéterei nagyfoku hasonlosagot mutattak az nNOS peptid
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esetében tapasztaltakhoz. A folyamat entalpikusan ¢és entropikusan is kedvezd volt
(Kq = 2,4 pM, AH = -9,1 kJ mol™, -TAS = -23,1 kJ mol™). A TP53bpl peptidje valamivel
gyengébben kotddott, mint a Bmf motivuma. A gyengébb kolcsonhatasra magyarazatot adhat,
hogy a TP53bp1 esetében a konzervalt -3. pozicidban a leggyakrabban eléfordul6 lizin helyett
alanin talalhat6. A komplexképzddési folyamat termodinamikdja azonban ebben az esetben is
entalpikusan kedvez6, de entropikusan kedvezétlen volt. A termodinamikai paraméterek
értekei a Bmf peptid komplexképzddése soran tapasztalt értékekkel Osszemérhetdek
(Kq= 4,5 uM, AH = -46,1 kJ mol™, -TAS = 15,5 kJ mol™).

A dolgozatom késobbi részében részletezett mdédon ) human LC8 partnereket josoltunk
(,,Eddig nem azonositott human LC8 kétopartnerek josliasa az iranyitott evolucioval
meghatarozott mintdzat alapjan,, cimi 4.8 fejezet). Az ATMIN és az EML3 fehérje esetében
a K3X,T.1QoT; csaladhoz hasonlo, bioinformatikai modszerrel azonositott I3E,T.;QoT D, és
R3GLT Q0T E, peptidek LC8-kotését ITC modszerrel igazoltuk (Kg atviv = 1,7 uM,
AH = -64,7 kJ mol”, -TAS = 31,7 kJ mol™; Kq pmrz = 0,08 uM, AH = -75,6 kJ mol”,
“TAS = 35,0 kJ mol’ ) (4.10.2, illetve 4.10.1 és 4.7 fejezetek). A kolcsonhatés
termodinamikaja mindkét esetben hasonl6 volt a Bmf peptid esetében tapasztaltakéhoz, azaz

entalpia-vezérelt, de entropikusan kedvezdtlen folyamat volt.

4.3 A partnerek dimer szerkezetének hatasa a kotéserdsségre és a kotés kinetikajara:

aviditas

Az eddig azonositott partnereket megvizsgalva megallapithatjuk, hogy nagy résziik
homodimer forméaban fordul el6. Az is bebizonyosodott, hogy az LC8 egyes esetekben
stabilizalni is képes partnerei szerkezetét (példaul: miozin-5a, nNOS, Swallow) (Wang et al.
2004; Hodi et al. 2006; Williams et al. 2007). A koétomotivum kozelében sok esetben
masodlagos szerkezeti elemeket josold programokkal, vagy kisérletesen is bizonyitottan
coiled coil szerkezet azonosithato (2. tablazat). Figyelemremélto, hogy az LC8 szerkezetében
talalhatd két parallel kotdarok Ilehetdséget biztosit dimer-dimer komplex 1étrejottéhez
(9. ébra). Vajon a partnerek dimer szerkezete milyen mddon hat ki az LC8 miikddésére,
miként befolydsolja az LC8 ¢és partnerei kozotti kolesonhatast? A fenti  kérdés
megvalaszolasara termodinamikai és kinetikai mérésekkel Osszehasonlitottuk a miozin-5a
kotdpeptid monomer és dimer formdjanak LC8-kotését.

A miozin-5a fehérjében talalhatd motivumtdl amino- és karboxiltermindlis irdnyban kis

stabilitasu coiled coil taldlhatd. Hodi Zsuzsa kimutatta, hogy az LC8 kotdédése a miozin-5a
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szuperhélix (coiled coil) tartalmat noveli, illetve stabilizalja a miozin-5a dimer &llapotat.
Géntechnologiai modszerek felhaszndldsaval az 1275-1297 fragmentum amino- ¢és
karboxil-végére egy-egy ¢€lesztobdl szarmazdé GCN4 leucin-cipzart illesztettiink, hogy
stabilizaljuk a dimer allapotot. A DYNLL2-vel kialakulé kdlcsonhatast ITC, SPR és triptofan
fluoreszcencia alapi megallitasos fluoreszcencia spektroszkopia segitségével kovettiik.

Az ITC mérések soran tapasztalt 1:1-es sztochiometriabol megallapithatd, hogy egy dimer
LC8 kapcsolddott egy dimer miozin-5a fragmentumhoz. A monomer miozin-5a peptid (lasd a
»Az LC8 dinein kénnyiilanc kiilonbozo motivumokcsaladokkal valo kélesonhatasanak
tanulmanyozasa” cimii 4.2 fejezetben) affinitdsdhoz képest a dimer miozin-5a fragmentum
kortilbeliill 250-szer nagyobb affinitdssal kotodott (miozin-5a peptid: Kg o = 9 puM;
dimer miozin-5a: Ky ¢ = 0,037 uM). Megvizsgialva a monomer és a dimer miozin-5a
kotddéseinek kinetikai tulajdonsagait megallapithatjuk, hogy a monomer és a dimer
miozin-5a hasonld asszociacidos sebességi allandéval kotédik (monomer miozin-5a
kc(,n = 6590 M s'l, dimer miozin-5a kcon = 4020 M™! s'l), azonban a dimer forma két
nagysagrenddel lassabban disszocial (monomer miozin-5a k¢ = 0,1 s, dimer miozin-5a
Kotr = 0,0007 s). A dimer miozin-5a LC8-cal valo kdlcsonhatasat SPR spektroszkopiaval is
megmértilk, ami az ITC és a stopped flow modszerekkel meghatarozott értékekkel
Osszemérhet6 eredményeket adott (17. abra, 5. tablazat).

A monomer és a dimer miozin-5a esetében észlelt affinitds- és kinetikai kiillonbségek
legjobban az antitesteknél és sejtfelszini receptorokndl gyakran tapasztalt aviditas hatassal
magyardzhatoak. Az aviditds 1ényege az, hogy (a monovalens ligandummal ellentétben) a
bivalens ligandum a dimer kotéfehérjérdl csak akkor tavozhat, ha a kotéfehérje mindkét
kotdmotivumot ,.elengedte”. Ennek tulajdonithatd, hogy amig a monomer és a dimer
ligandumok asszocidciés sebességi allandoja egymassal Osszemérhetd, addig a dimer
ligandum esetében a latszolagos disszociacios sebességi allandd6 a monomerhez képest
megnovekedik (O'Connor et al. 1998; Pabbisetty et al. 2007). Ennek eredményeként tobb
nagysagrendes latszolagos affinitasndvekedés tapasztalhato.

A fentiekben vizsgalt dimer miozin-5a fragmentum a kotémotivumon kiviil egyéb
természetes szekvenciat is tartalmazott. Nem zarhatd ki, hogy az aviditas jelenségén kiviil
egyéb tényezd is hozzdjarulhat a tapasztalt affinitdsnovekedéshez (disszociacids sebességi
allandé csokkenéshez). Annak érdekében, hogy egy korabban fel nem ismert mésodlagos
kotdszekvencia lehetdségét feltarjuk, egy teljesen mesterséges monomer-dimer (monovalens-
bivalens) rendszert is megvizsgaltunk. Géntechnoldgiai modszerekkel a Bmf kdtdpeptidjének

karboxil-terminéalisdhoz hat aminosav hosszisagi GlyGlySerGlyGlySer linkert és €lesztobol
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szarmazd GCN4 leucin-cipzart illesztettiink. A miozin-5a esetéhez hasonloan a mesterségesen
dimerizalt Bmf motivum is koriilbeliil 200-szoros affinitasndvekedést mutatott a monomer
Bmf peptidhez képest (Bmf peptid: K4 = 0,7 pM; dimer Bmf 5a: K4 = 0,003 nM) (14. abra).
A disszociacios sebességi allando olyan alacsonynak bizonyult, hogy nem tudtuk pontosan
meghatarozni. Ez nem meglepd annak fényében, hogy a monomer peptid disszociacios
sebességi 4llandéja mar 6nmagaban is alacsony (kSox = 0,00185 s™) (fiiggelék 1. abra és
fiiggelék 1. tablazat).

4.4 Az aviditas hatasa az LC8 fehérje Ser88-foszforilacion keresztiili szabalyozasara

Az LC8 egyik lehetséges poszt-transzlacidos uton torténd szabéalyozésa, a 88-as szerin
oldallanc reverzibilis foszforilacidja. A foszforilacio hatasara ionos €s sztérikus hatasok miatt
az LC8 monomer-dimer egyensuly a monomer iranyaba tolodik el. A monomer LC8 a
kotdarok hianyaban természetesen nem kot partnereket (Song et al. 2007; Song et al. 2008). A
88-as szerin foszforilacigjat in virro kisérleteink soran a szerin glutamatra vald cseréjével
mimikaltuk (LC8 Ser88Glu). Kivancsiak voltunk, hogy a mutacié soran bekovetkezo, a
monomer iranyba térténo egyensuly-eltolddas milyen mértékben befolyasolja a monomer

motivamokkal kialakulo kdlesonhatas affinitasat.

16. dbra: Vad tipusi (m) és Ser88Glu mutdns (A)

-g - DYNLL2/LCS8 ftitrdldasa fluoreszcein-jeldlt Bmf peptiddel
% 0.05 ft ) fluoreszcein anizotrdpia spectroszkdpia mérés sordn. A belsé
% 0.04 4 : //‘——--‘“’__A dbra a vad tipusi LC8 ftitrdlasa soran bekovetkezd
'% 0.03 i /4/‘ :z: fluoreszcencia anizotropia-valtozdst mutatia alacsonyabb Bmf
% ‘7‘ 0;02 r’_. peptid koncentrdciok esetében. A Ser88Glu mutdns a vad tipusi
g 0024 7 N LC8-hoz képest 30-szor gvengébben kiti a fluoreszcein- jeldit
e O 200 400 €00 800 g, ontider (vad Kd = 3,5 uM, Ser88GIu Kd = 110 uM).

Bmf peptid koncentracidja (pM)

Vad tipusu €s Ser88Glu mutans LC8/DYNLL2 fehérjét titraltunk fluoreszcein-jeldlt Bmf
peptiddel, és fluoreszcencia anizotropia spektroszkopia segitségével hataroztuk meg a
kotéserosseégeket. A vad tipust LC8 €s a fluoreszcein-jeldlt Bmf kozotti kdlesonhatas 30-szor
erosebb volt (K4 = 3,5 nM), mint a Ser88Glu mutans LC8 fehérje esetében (Kq = 110 pM)
(16. abra). A korabbiakban ITC segitségével meghatarozott LC8/DYNLL2-Bmf kélcsonhatas
csak kis mértékben volt erdsebb, mint amit a fluoreszcein-jeldlt Bmf esetében tapasztaltunk
(Kg=10,7 uM). A Ser88Glu esetében tapasztalt tobb mint 100 nM-os latszolagos disszociacios
allando (Song et al. 2007) megkérddjelezi, hogy in vivo korilmények kozott
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— ahol a fehérjék legfeljebb mikromolos koncentracioban vannak jelen — kialakul-e a komplex

a 88-as szerinen foszforilalt LC8 és a Bmf motivum kozott.

K kon® kog®
Partner Izoforma L .
(nM) Ms7) (s?)
Bmf (DKATQTL) LC8/DYNLL2 3580+400° - -
Bmf (DKATQTL) LC8/DYNLL2 Ser88Glu  110.000+20.000" - -
dimer miozin-5a  LC8/DYNLL2 50+14,7¢ 4840+1290° 2.24x107+1,0x1078
dimer miozin-5a  LC8/DYNLL2 Ser88Glu  2690+860° 147+64% 3.41x107+4.5x10™°

5. tdbldzat: Vad tipusti LCS/DYNLL?2 és Ser88Glu mutans valtozatdnak komple képzédési paraméterei monomer
Bmf peptid és dimer miozin-3a fragmentum esetében
*: fluoreszcencia anizotrépia segitségével meghatdrozott paraméterek

§: Felszini plazmon rezonancia spektroszkopia segitségével meghatdrozott paraméterek

= A 1501 B
@ 200 | / S 100 \\
S / - . —
% 100 - / 50 -
4]
o e f

0 - T - T T 0 B T T T

0 1000 2000 0 1000 2000

Id6 (sec)

17.dbra: Felszini plazmon rezonancia spektroszképids mérések segitségével kovettiik az immobilizalt dimer
miozin-5a fragmentum és vad tipusti (A), valamint Ser88Glu mutdns (B) LC8/DYNLL?2 fehérje kozott lezajlo
komplexképzddeést. A mutans valtozamak koriilbeliil 50-szer volt kisebD affinitdasa a vad tipushoz képest, ami
egyértelmiien a lecsokkent komplexképzddési dllandonak tudhaté be. A két vdltozat esetében mért disszocidcios
sebességi dllandé nagy egyezést mutatott (vad tipusii LCS Kz = 0,05 uM, k,, = 4840 M's™, k= 2,24x107 57,
Ser88Ghu LC8 Ky = 2,7 uM, ko, = 147 M's™, kg = 3,41x10% 57 ).

A kotopeptidek dimerizacidjakor tapasztalt aviditas-hatas 200-szorosara novelte a
kotderdsséget. Vajon az aviditas hatas befolyasolja-e a Ser88Glu LC8 mutans latszolagos
kotderdsségét? Felszini plazmon rezonancia spektroszkopia segitségével meghataroztuk az
immobilizalt dimer miozin-5a fragmentum (1209-1320) €s a vad tipusu, valamint a Ser88Glu
mutins LC8 komplexképzodésének kinetikai allandoit (17. abra). A vad tipusu LCS8 a
korabbi ITC mérések soran meghatarozott affinitas értékhez hasonlo erosséggel kotodott
(K4 = 50 nM), tovabba a kinetikai allandok is jo egyezést mutattak a flueoreszcencia alapu

megallitott aramlasos spektroszkopia soran meghatarozott értékekkel (5. tablazat). Bar a vad
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tipusa LC8 fehérjével Osszevetve a mutans valtozatnak 50-szer kisebb volt az affinitdsa a
dimer miozin-5a-hoz képest (Ser88Glu K4 = 2,7 uM), a 2,7 uM-os K4 mar 6sszemérhetd az
koriilmények kozott is elképzelhetd a komplexképzddés. A disszociacios sebességi allando a
mutans és a vad tipusi fehérjék esetében hasonld volt (vad DYNLL2 ko = 2,24x107 57,
DYNLL?2 Ser88Glu ko = 3,41x10* s7). A kisebb affinitas egyértelmiien a komplexképzédés
csokkent asszociacios sebességi allandédjanak tudhatd be (vad DYNLL2 ko, = 4840 M''s™,
DYNLL2 Ser88Glu ko, = 147 M''s™).

4.5 Az LC8 kotomotivumanak atfogo jellemzése nagy-ateresztoképességii, iranyitott

evolicios megkozelitéssel, fag-bemutatassal

Léteznek-e, illetve ha igen, akkor a mintdzatnak melyek azok a kritikus pozicioi
»core” motivum), amelyek kulcsfontossaggal birmnak az LC8 fehérjével torténd
kolcsonhatasok kialakitdsa soran? Ezeken a poziciokon melyek az optimalis aminosavak?
Léteznek-e az eddig azonositott motivumokon kiviil egyéb alternativ megoldasok? A
motivum atfogd elemzésével azonosithatoak-e az LC8-nak eddig fel nem tart partnerei?
Képesek vagyunk-e a természetben taldlhaté motivumoknal erdsebb kotdpeptidet eldallitani?
Ahelyett, hogy egyedi motivumokat, esetleg egyedi mutaciokat vizsgalnank, a feltett kérdések
megvalaszolasdhoz irdnyitott evoliciés modszert, a fag-bemutatist haszniltam. Ez a
nagy-ateresztOképességli modszer lehetdséget ad az LC8 motivum 4tfogd, tisztdn
termodinamikai alapon valo jellemzésére. A fag-bemutatds alapjait az irodalmi attekintés
fejezetében részleteztem (,,Fehérje-fehérje kélcsonhatasok vizsgalata iranyitott evolucios
megkozelitéssel; fag-bemutatas modszerének részletezése” cimii 1.3 fejezet, 13. abra).

A fag-bemutatas sordn célfehérjeként amino-terminalison glutation-S-transzferazzal (GST)
fuzionalt DYNLL1" fehérjét hasznaltam. Ezt kétottem ki Maxisorp ELISA lemez feliiletére
(18. abra). Kisérleteim elején a DYNLL1-et dnmagaban immobilizaltam kiillénb6z6 puffer és
koncentracio viszonyok mellett, de ez csak nagyon kis hatasfokkal sikertilt. A GST fuzi6 altal

megnovekedett immobilizacidés hatasfoknak tobbféle oka lehet. A GST dimer jellege miatt

B Az LC8 kétémotivum mintdzatdnak fdg-bemutatds mddszerrel térténd feltérképezése a DYNLL1 paralég
vizsgdlatdval kezdddétt. A kisérletsorozat kézben a paraldgok vizsgdlata sordn partnerspecificitdsban
kiilbnbséget nem tapasztaltunk (4.1-ik ,Az LC8 dinein kénnylildnc human paraldgjainak, a DYNLL1 és DYNLL2
kétésspecificitdsanak in vitro vizsgdlata és 6sszehasonlitdsa”). Ezek alapjan valdszindsithetd, hogy a DYNLL2

vizsgdlata esetében is hasonlé mintdzatot kapndnk.
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stabilizalhatja a dimer DYNLL1 molekuldkat (Lyon et al. 2003). Az immobilizalas soran az
esetek zomében valdsziniileg nem a DYNNLI, hanem a nagyobb méretii GST tapad ki a

MxiSorp felszinhez, igy tobb aktiv DYNLLI1, tobb effektiv kotéarok maradhat szabadon.

A phoA promoter
EcoRI 1 Xbal 417
Nsil 506

5

Xhol 534

AmpR \’ Leucine zipper
Kpnl 691

genelll
Nhel 1184

e P I T

pPFBL-p3
4812 bp
PMB1Ori

w=F1 Origin L

B

GCT ACA AAT GCC TAT GCA TCG GAT TAT ARA GAC GAT GAT GAC AAA CTC GAG TCC GGG GGT TCC GGA NNK NNK NNK NNK NNK CAG NNK NNK GGT GGA AGC
A T N A Y A S D Y K D D D D;E L E; 8§ 6 6 S G X X X X X 0 X X%, 6 6 s

malE Flag-Tag G/S linker Library G/S linker

GGG ATG AAA CAA CTT GAA GAC AAG GTT GAA GAA TTG CTT TCG AAA AAT TAT CAC TTG GAA AAT GAG GTT GCC AGA TTA AAG ARA TTA GTT GGC GAA CGC
G M K Q L E D K v E E L L S K N Y H L E N E v A R L K K L v G E R |

GCN4 Leucine Zipper

GGT ACC GGC GGT GGC TCT GGT TCC GGT GAT TTT GAT TAT GAA AAG TCT
LG T G G G S G S G| |LP F D Y E K S

P3

18. abra: A bivalens fag-bemutatas soran hasznalt konstrukcio. Az A abran a pPFBL-p3 DNS konstrukcio
vektortérkepe latszik. A Bmf EDKATQTL motivumat a p3 és a leucin-cipzart kodolo gén elé klonoztam. A B abra
az XXXXXQXX bivalens fagmid konyvtar szekvenciajat p3 burokfehérjéhez fuziondlva mutatja. Mind a p3, mind
a GCN4 leucin-cipzar és a konyvtartagok kozé glicin-szerin linkert épitettem be. A C dbran egy bivalens

kényvtartagot kifejez6 M13 fag és az immobilizalt GST-LC8/DYNLLI1 komplex sematikus modellje lathato.

Elsd 1épésként M13 fonalas bakteriofag feliiletén bemutatott Bmf fehérje motivumaval
optimalizaltam a kisérleti koriilményeket. Korabbi kisérleteimben a Bmf motivumat a
legerésebben kotédd peptidként azonositottam (Kq = 0,7 uM, 4. tablazat). Az LCS8
kotémotivum mintdzatara voltam kivancsi, ezért célom volt a gyengébben kotddod
polivalens formaban terveztem bemutatni. A Bmf peptidet p8 burokfehérjén megjelenitd
konstrukciot kivantam pozitiv kontrollként hasznalni. A konstrukcidban szerepld Flag-cimke
fagfelszinen torténd kimutatasan keresztiil igazoltam, hogy az M13 bakteriofagok sikeresen
megjelenitették a felsziniikon a Bmf peptidet. Ennek ellenére ez a kontroll ELISA kisérletben
nem mutatott kolcsonhatast az LC8 fehérjével. A probléma megoldasaként az LC8 esetében

tapasztalt aviditds hatast hasznaltam ki (,,4 partnerek dimer szerkezetének hatdasa a
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kotéserésségre és a kotés kinetikdjara: aviditas” cimi 4.3 fejezet). A Bmf peptidet €lesztobol
szarmazd GCN4 leucin-cipzar segitségével dimerizéltam és az MI13 fonalas fag p3

burokfehérjéjén bivalens formaban mutattam be (18. abra).
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19. dbra: Bmf peptid M13 fonalas fagok p3 burokfehérjéjén valé bivalens kifejezédésének hatékonysdga
ELISA kisérletekben. Immobilizalt GST-DYNLLI/LCS feliiletre ndvekvé koncentrdcioban injektdltam bivalens
Jformdaban kifejezett Bmf peptidet hordozé MI3 fagokat. A kétédott fagok mennyiségét anti-M13 antitest
segitségével hatdroztam meg. Az A dbrdn lathaté, hogy a pTac promoterrel rendelkezé konstrukcio esetében a
bemutatds hatékonysdgdt 0 (m), 10 (e), 50 (A) és 100 (V) uM IPTG-vel valé indukdlassal prébdltam fokozni.
Mdr a 10 uM IPTG haszndlata is drasztikusan lecsokkentette a Bmf peptid M3 fdagok feliiletén torténd
kifejezédését. A B dbrdan ldthato, hogy a PhoA promdterrel rendelkezé bivalens Bmf peptideket kodolo
konstrukciok (m) MI3 fdgok p3 burokfehérjéjén valo kifejezddésének hatékonysdga nagyjabol tizszeresére
novekedett a pTac promotert tartalmazo konstrukciokhoz képest (e). A PhoA promdter haszndlatdaval igy mdr a

szelekcios koriilmények kozott is (0,1 nM fdg koncentrdcio) megfelelé intenzitdsti jelet kaptam.

A dimerizélt Bmf peptid M13 bakteriofagokon valéo bemutatisa azonban nem volt
megfeleloen hatékony. ELISA lemezre immobilizalt anti-FLAG antitest segitségével
meghataroztam, hogy nagyjabol minden tizedik fag hordoz egy Bmf-leucin-cipzar
konstrukciot. A Bmf peptid-leucin-cipzar-p3 konstrukcio elott egy IPTG-vel indukalhato,
E. coli triptofan és lacUVS promotereinek kimérajaként eloallitott erdés pTac promoter
talalhatd (De Boer et al. 1983). Annak érdekében hogy megnéveljem a bemutatas
fehérje termelodését. Tapasztalataim azonban azt mutattdk, hogy mar 10 pM IPTG is
drasztikusan lecsokkentette a peptid bemutatisanak hatékonysagat. Ezek utdn a pTac
promotert a bakterialis alkalikus foszfataz PhoA promoterére cseréltem (Kikuchi et al. 1981).
A PhoA a pTac-hoz képest gyengébb, azonban konstitutivan aktiv promoter (Fuh et al. 1990;
Beekwilder et al. 1999; Lee et al. 2004). A promoterek cseréje a dimerizalt Bmf peptid
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bemutatasanak hatékonysagat koriilbeliil tizszeresére novelte, azaz nagyjabol mindegyik fag
hordozott egy peptidet. A igy létrehozott fagokkal mar az irdnyitott evolicid koriilményei
kozott is (példaul a szelekcid soran hasznalt fag koncentracié mellett, ami 0,1 nM volt)
megfeleld intenzitasu jelet tudtam detektalni ELISA kisérletben (19. abra).

A GCN4 leucin-cipzar és a kotémotivum kozott talalhatd glicin-szerin linker hosszasaga
befolyasolja az aviditas jelenség hatasfokat. Belathatd, hogy til rovid a linker esetén sztérikus
okok miatt nem valosulhat meg az egyszerre mindkét motivumon keresztiili kotddés. Ha
pedig tal hosszu linkert hasznalunk, akkor a peptidek til nagy szabadsagi foka miatt nem lesz
maximalis az aviditds hatasfoka. Gaspari Zoltan elézetes modellezése alapjan feltételeztem,
hogy a sztérikus gatlas elkeriiléséhez legalabb harom aminosav hosszusagu linkert kell
beépiteni a motivum ¢€s a leucin-cipzar kéz¢é. Ez alapjan olyan p3-fuzionalt, dimerizalt Bmf
konstrukciokat allitottam eld, amelyek rendre négy, hat illetve nyolc aminosav hosszisagu
glicin-szerin linkert tartalmaztak. Anti-Flag-cimke ellenanyaggal ellenérizve mindhdrom
konstrukcid azonos hatékonysaggal mutatta be a peptidet. Immobilizalt GST-DYNLLI-t
hasznalva ELISA kisérletben a négy és a hat aminosav hosszusagu linkereket tartalmazo
konstrukciok kozott kiilonbséget nem tapasztaltam, azonban a nyolc aminosav hosszusagu
linkert tartalmazo konstrukci6 mar valamelyest gyengébben kotodott. Ezek alapjan a
késdbbiekben négy aminosav hosszusagu linkert tartalmazo konyvtarat készitettem.

A létrehozhato fag-konyvtar méretének felsé korlatjat az elektroporalas hatékonysaga
szabja meg. Normal laboratoriumi baktériumtenyészet térfogatokat feltételezve az elérhetd,
illetve kezelheté konyvtarméret néhanyszor 10'° klon. Ez egyben azt is jelenti, hogy a kezdeti
diverzitasunk is legfeljebb ekkora lehet. Ha minden egyes randomizalt pozicidoban meg
akarjuk engedni mind a 20 aminosav eléfordulasat, akkor a 10'%-es korlatot figyelembe véve
legfeljebb 6-7 pozicid6 randomizalhatd gy, hogy valdban az Osszes varians létrejojjon.
Kristalyszerkezetek elemzése ¢és az eddig meghatarozott motivumok alapjan az LC8

kotdarkaiban hét-nyolc aminosav hosszasagu peptid fér el. Ezek alapjan olyan naiv

crcr

crer

leggyakrabban el6forduld glutamint rogzitettem (X.sX4X 13X X 1QoX1X2). A rogzitett
0. pozicio elonye, hogy a szelektdlt szekvencidk elemzésénél segit az egyes poziciok
azonositasaban, azaz a szekvenciak egymashoz illesztésében.

A létrehozott fag-konyvtar 2,1x10' klént tartalmazott, ami majdnem teljesen lefedi a hét
aminosav hosszusagl naiv konyvtar egész szekvenciaterét. A szelekcido masodik kdrében mar

lényegesen tobb fag kotddott a DYNNLI felszinhez, mint a csak BSA-t tartalmaz6 felszinhez,
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mas szoval mar deketalhato volt a disulas. A harmadik €s a negyedik szelekcids korben a
diusulas mar két nagysagrend korili volt, de BSA-ra specifikus fagok is megjelentek
(20. abra). A harmadik ¢€s a negyedik szelekcios korbol 36 olyan fag klont valasztottam ki,
amelyek ELISA kisérletben GST-DYNLLI1-hez kotodtek, mig BSA-hoz nem. Ezek DNS

szekvenciajat meghatarozva 25, DNS-szinten is kiilonbozé szekvenciat azonositottunk

(2. fiiggelék tablazat).

20. abra: Minden szelekcios ciklus utdn meghatdaroztam a
BSA-t (negativ kontroll), az anti-FLAG antitestet (pozitiv kontroll)
és a DYNLL1/LC8-at tartalmazo feliiletrél eludlhaté fagok szdamdit.
Az eludlt fagokbdl tizszeres higitdsi sorozatokat csindltam, majd az

ampicillin rezisztencidat hordozo fagokkal E. coli sejteket fertoztem.

A sejteket ezutan ampicilin tartalmazo tdptalajon nédvesztettem.
Ilven koriilmények kozott csak a fagokkal fertézott sejtek képesek

szaporodni. Egy sejtet csak egy fdg képes fertézni. A szelekcio

BSA lrnti—FIag DYNLL1

negvedik korében az anti-FLAG antitestet (a lemezen a mdsodik
oszlop) és a DYNLLI/LCS8-at (a lemezen a harmadik oszlop) tartalmazo feliiletrél ugyanannyi fdagot lehetett
elualni, azaz a DYNLLI/LCS-at tartalmazo feliilet a szelekcio negyedik ciklusaban gyakorlatilag az dsszes
fagklont megkototte. A BSA-t tartalmazo feliiletrél bar szintén lehetett fagokat eludlni, de szamuk szdzadannyi
volt (a lemezen taldlhato elsé oszlop). Az észlelt, két nagysdgrendii disulds elérevetiti, hogy DYNLLI/LCS-ra
specifikusan kotédé komvtdrtagokat is sikeriilt szelektdlni. Mivel a mdsodik és a harmadik ciklus utdn is
megfeleld diisuldst tapasztaltam, a kionok nagy részét a harmadik ciklus utdn izoldaltam és meghatdroztam DNS

szekvencidjukat.

Az izolalt szekvenciakat felhasznalva WebLogo program segitségével meghataroztuk az
egyes poziciok konzervaltsag fokat és aminosav preferencigjat (21. abra). Ha ezt a LOGO
abrat osszehasonlitjuk az eddig azonositott partnerek (2. tablazat) felhasznalasaval készitett
LOGO abraval, akkor megallapithatjuk, hogy ezek nagyvonalakban hasonlitanak egymasra,
azaz az altalunk hasznalt bivalens fag-bemutatas mikodott, és az in vitro iranyitott evolicios
megkdzelités a természethez hasonlo eredményt hozott. A 0. pozicidt leszamitva, amit
rogzitettimk, a legkonzervaltabb pozicioként a -1. és az 1. rajzolodik ki, melyekben
leggyakrabban treonin és valin talalhato. A 2. pozicio promiszkuus, azonban gyakran negativ
toltésli aszpartat és glutamat szelektalodott. A -2., -3. és -4. poziciok kdzepesen konzervaltak.
A -2. pozicidban altalaban révid oldallancot tartalmazé aminosavak, mint példaul glicin,
alanin vagy szerin fordulnak eld. Erdekes médon a természetben talalhatd partnerektol
eltéroen triptofant is izolaltunk. A -3. pozicio foleg pozitivan tdltétt vagy kis, hidrofob

oldallancti aminosav maradékokat, mint valint vagy izoleucint tartalmazott. A -4. poziciéban
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poldros aminosavak, treonin vagy aszparagin szelektdlodott, melyek képesek H-hid
kialakitasara. A természetben tapasztaltaktol vald legnagyobb eltérést a -5. pozicid
konzervaltsagi fokanak megnovekedése jelentette. Itt leggyakrabban apoldros aminosavak,
valin, metionin, izoleucin és leucin, vagy olyan poldros aminosavak szelektalodtak, amelyek
hosszl hidroféb karakterii oldallanc részlettel rendelkeznek (arginin és lizin). A leggyakoribb

aminosav a valin volt.

21. dabra: Ismert LC8 motivumok (A) és a 4 A

fag-bemutatas soran XXXXXQXX bivalens y
)
kényvtar hasznadlataval szelektalt motivumok (B) %2-
felhaszndalasaval készitett LOGO szekvencidak. Az 1- D>
= 1 -—
adott pozicio magassdaga a konzervaltsagot, mig 0 == == i
az aminosavak nagysdga az adott aminosavnak N -5 -4 -3 -2 -1 0 1 2 C

weblogo berkeley.edu

az adott  pozicioban  valo  eldofordulas

frekvencidjat  tiikrézi. A 0-ik  poziciéban "B

talalhato  Glu-t a  randomizalas  sordan 3

rogzitettem (sziirke). Az aminosavak szinkédja a %2 R G

hasonlo kémiai tulajdonsdgot jeloli. Az abrat 1 v B<_ —_—
WebLOGO programmal készitettem = H\.,A )= e
(http.//weblogo.berkeley.edu/logo.cgi). N -5 -4 -3 -2 -1 0 1 mimg

4.6 Fag-bemutatas eredményei alapjan egy nagy affinitasi motivum létrehozasa

Az irdnyitott evolucié nagyobb mértékben konzervalta a -5. poziciot, mint a természetes
evolucio. Kivancsiak voltunk, hogy a -5-0s pozicidban leggyakrabban szelektalt valin milyen
modon jarul hozza a kotddéshez.

Konszenzus szekvencidnak nevezem azt a szekvenciat, amikor abban minden egyes
pozicid az adott pozicidban leggyakrabban el6forduldé aminosavat tartalmazza. Szintetikus
uton eldallitottuk mind az ismert partnerek altal (D4K3S,T.;Q¢T;D,), mind az iranyitott
evolucié 4altal meghatarozott (V_sS4R3G,T1QoT E;) konszenzus peptidek monomer
formdjanak olyan varidnsait, melyek a -5. pozicidban rendre acetil-csoportot, glicint vagy
valint tartalmaztak (Ac.s, Gly.s ésVal.s). A valin glicinre valo cseréjével a valin oldallanc, mig
a glicin acetil csoportra valo cseréjével a peptidgerinc szerepét tudom nyomon kdvetni. A
kolcsonhatasok termodinamikai paramétereit izotermalis titrald kaloriméter hasznalataval
hataroztam meg (22. abra, 6. tablazat). Minden esetben 1:1 sztochiometriat figyeltiink meg,

azaz 2 peptid kotodott egy dimer DYNLL1-hez. Mindegyik motivum kotddése, hasonldan a
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K;3X,T1QoT; csalddhoz tartoz6 Bmf, Tp53bpl és ATMIN fehérje kotdpeptidjéhez
(K3A,T1QoTD;) entalpikusan kedvezd, de entrépikusan kedvezétlen folyamat volt (,,4z
LC8 dinein  konnyulanc  kiilonb6z6 — motivumcsaladokkal — valo  kélcsonhatasanak
tanulmanyozasa’cimi 4.2 fejezet, 4. tablazat). Mindkét Ac.s varians disszociacios allandoja
tobb mikromolos volt (AcsD4K3S,T 1QoTiDy Ky = 5,6 uM, AcsS4R3G,LT QT E,
K¢ = 15,2 uM). Ha az acetil csoportokat glicinre cseréltiik, az affinitdsok mindkét
esetben nagyjabol tizszeresiikre emelkedtek (G.sD4K3S,T1QeTiDy Ky = 0,56 uM,
G.5sS4R3GLT 1QoT Ey Ky = 1,64 uM). A tapasztalt affinitasndvekedés entalpiavezérelt volt,
ami alapjan feltételezhetd, hogy a -5-0s pozicid peptidgerince stabilizalja a kdlcsonhatast. A
glicin  valinra val6 cseréje kovetkeztében az  affinitds tovabb  emelkedett
(VsD4K3SLT 1QeT Dy Kg= 0,07 uM, V_sS4R3GLT QT Ex Ky= 0,08 M), ami legaldbbis
az irdnyitott evolicid altal meghatarozott konszenzus szekvencidju peptid esetében a kedvezd
entalpikus tagbol eredt. Ez alapjan feltételezhetd, hogy a valin hidrofoéb oldallancan keresztiil

tovabbi stabilizald kolcsonhatasok alakulnak ki.

K, AH -TAS
Partner

(uM) (kJ mol™)  (kJ mol™)
Ac-DKSTQTD 5,6 -48,8 18,9
Ac-GDKSTQTD 0,56 -70,3 34,4
Ac-VDKSTQTD 0,07 65,4 24,8
dimer- GDKSTQTD  <0,007" -76,2 <29,4°
dimer- VDKSTQTD  <0,009° -88.0 <42,0°
Ac-SRGTQTE 15,2 48,6 21,0
Ac-GSRGTQTE 1,64 69,7 36,5
Ac-VSRGTQTE 0,08 75,6 35,0
dimer-GSRGTQTE <0,003 -69,6 <20,6
dimer-VSRGTQTE <0,007 -64.9 <17,6

6. tablazat: Az ismert- és a fag-bemutatas soran szelektalt LC8 kétémotivumok felhaszndlasdval készitett
konszenzus szekvencidaju peptid variansok DYNLLI1/LC8-cal valo komplexképzodésének termodinamikai

allandot. A *-gal jelolt paraméterek az ITC mérések altal meghatarozhato tartomanyon kiviil esnek.
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22, dbra: Az A dbra az ismert, mig a B a fag-bemutatas soran szelektalt LCS8 kétomotivumok
felhasznalasaval — készitett  konszenzus — szekvencidaju — peptid — variansok  DYNLLI/LC8-cal  valo

komplexképzodeésenek izotermalis titralo kalorimetria soran meghatarozott hoprofiljait mutatja.

A -5. pozicidban valint tartalmaz6 konszenzus szekvencidju peptidek affinitdsa egy
nagysagrenddel meghaladta az addig legerdsebben kdtddonek (K4 = 0,7 uM) ismert monomer
Bmf peptid affinitasat. Vajon tovabb novelhetd-e ez a kotderdsség a fag-bemutatas soran is
hasznalt, a peptidek dimerizalasabol szdrmazo aviditds hatisa altal? Rekombindns modon
eléallitottam és E. coli sejtekben heteroldg expresszids rendszerben taltermeltettem a
konszenzus szekvenciaval rendelkezd peptidek GCN4 leucin-cipzarral dimerizalt Gly.s és

Vals valtozatait. A sajat monomer formajahoz viszonyitva a dimer G.sD.4K_3S,T.1QoT;D>
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legalabb 80-szor (K4 ~ 0,007 uM), a dimer G.sS4R3G,T. QT E; tobb mint 500-szor
erdsebben kotott (Kg ~ 0,003 uM). A dimerizalt Val s peptidek affinitdsa vélhetdleg ezeket az
affinitasi értékeket is meghaladja, azonban a szubnanomolos disszociacids allandok a direkt
titralassal torténd ITC mérések altal meghatarozhatd affinitds tartomanyon kiviil esnek
(6. tablazat) (Turnbull et al. 2003).

Osszességében elmondhatd, hogy rendkiviil nagy affinitisi monomer és dimer LC8
kotomotivumokat allitottunk eld iranyitott evolicid segitségével. A nagy affinitasnak
koszonhetden ezeket a jovoben az LCS8 dinein konnylilanc kompetitiv inhibitoraként lehet

majd alkalmazni.
4.7 A -5. pozicio szerepének szerkezeti alapjai

Annak érdekében, hogy feltarjuk a -5. pozicidban taldlhaté valin affinitdsndveld szerepét a
kolesonhatasban, kristalyositottuk és megoldottuk az LC8/DYNLL2-Ac-S4R3G,T Q0T E;
(PDB: 2XQQ) és az LC8/DXNLL2-dimer Ac-V_.sS4R3G,T QT E, komplexek (PDB:
3P8M) atomi felbontasu szerkezetét (23. abra A és B része). El6szor a DYNLL2-monomer
Ac-V_sS4R3G,LT QT E, komplexet probaltuk kristalyositani, de a komplex Gsszemérése
utan azonnal vékony, tdi alaku kristdlyok fejlédtek, melyek rontgenszorasa csak 10 A
felbontast eredményezett. A kristalyképzodést hosszas probalkozas utan sem sikertilt lassitani.
A dimer Ac-V_sS4R3G,T1QoT E; peptid esetében a kristalyképzddés valdszinilileg a GCN4
leucin-cipzarok hatdsa miatt lassabb volt a monomer valtozat esetében tapasztaltnal. A
lassabb kristalyképzddés miatt mar olyan méretli kristalyok novekedtek, melyek elegendéek

voltak a rontgensugarak megfeleld szorasdhoz.
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23. dbra: A DYNLL2-monomer Ac-SR;G,T,0,T,E, peptid (A, PDB: 2XQQ) és a DYNLL2-dimer
Ac-VsS R :G,T,0,T1E, peptid (B, PDB: 3P8M) komplexek Ffristdalyszerkezetei és azok részletes
osszehasonlitdsa (C, D, E, F és G). Mind az AcsS 4R :G T ;0,T1E,, mind az Ac-V.5S_ R 3G T ,0,T1E, peptid a
DYNLL?2 Fkotéarkaiban parallel médon f-konformdcios dllapotban taldalhatéak (A és B). A peptidek
konformdciés dllapotai nagy egyezést mutatnak (C). A dimer Ac-V sS_ 4R :G.,T,0,T,E; peptid esetében a GCN4
leucin-cipzdr lefutdsa a peptid és a DYNLL?2 dltal meghatdrozott szimmetriasiktol eltér. A fesziiltségmentes
torzulast a leucin-cipzdar és az Ac-VsS_ R :G.,T.;0,1:E, peptid kozott talalhaté, kelléen flexibilis glicin-szerin
linker biztositia. Az A és a B dbrakon a peptidek B-faktor szerint vannak szinezve (kéktél: 48, piros: 131). Az E
és a D dbrakon a DYNLL2-nek a peptidektél 4 A tavolsagra taldlhaté, a peptidekkel mdsodlagos
kolesénhatdsokat kialakité oldallancai vannak sziivke szinnel kiemelve. A -5-0s poziciéban taldalhato acetdt és
valin oldallénc, valamint a DYNLL2 68-as hisztidinje narancssdrga szinnel vannak kiemelve (D, E, F és G). Az
F és a G dbrdakon a peptidek félanca (z6ld) és a DYNLL2 kozott kialakulo H-hid hdlozat ldthato. A
Ac-V S R ;G ,T,0,T,E, esetében a -5. pozicioban taldlhato valin a DYNLL2 68-as hisztidinjével hat kélcson,
ami az Ac-S_ R ;G,T ,0,T,E, peptid esetében is megfigvelhetd &t H-hid kdlcsonhatdson feliil tovabbi két H-hid

kotés létrejottét teszi lehetdve.

Sikeriilt megoldani az AcsS_4R3G,T 1QoT;E,-DYNLL2 komplex 1,31 A felbontasu
rontgenszerkezetét (23. abra A része). Az LC8 altalunk meghatarozott szerkezete hasonlit a
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korabban meghatarozott, kiilonboz6 peptidekkel komplexben talalhato LCS8 szerkezetekhez. A
szerkezetben talalhato mindkét Ac.sS4R3GLT QT E; peptid a DYNLL2 dimerizacios
felszinén kialakuld szimmetrikus, parallel kotdarkokban kinyuajtott B-lanc szerkezetben
talalhatd. Osszehasonlitva az Ac.sS4R3G.LT. Q0T E, peptid szerkezetét a korabban
meghatdrozott LC8-peptid komplexek szerkezeteiben taldlhatd peptidekkel megallapithatjuk,
hogy a félanc lefutasaban ¢s a kolcsonhatés kialakitdsdban nagy szerepet jatsz6 -4-es, -1-es, 0
és l-es pozicidkban 1évd arginin, treonin, glutamin és treonin oldallancok konformacios
allapotaiban szignifikans kiilonbség nem tapasztalhato.

A GCN4 leucin-cipzar altal dimerizalt Ac-V_sS4R3G,T. QT E,-DYNLL2 komplex
szerkezetét 2,9 A felbontisban sikeriilt megoldani (23. 4bra B része). A dimer DYNLL?2 és
kotdarkainak konformacios éllapota jo egyezést mutat az AcsS4R 3G, T 1QoT;E,-DYNLL2
komplexben 1évé DYNLL2 szerkezetével (23. abra C része). A dimer DYNLL2 ¢s a
kotéarkaiban talalhatd V_sS 4R 3G,T QT E, peptidrészletek forgdsszimmetrikusak, azonban
eltérés valoszintileg a két hélix eltérd kolcsonhatasi halozatabol ered. A leucin-cipzér és a
V.S 4R3G,T QT Ey peptidrészlet kozott talalhaté hat aminosav hosszlisagi glicin-szerin
linker megnovekedett B-faktor értéke mutatja, hogy az megfeleléen flexibilis, igy a
leucin-cipzar ¢és a motivum koOzotti torzulds fesziiltségmentesen tud kialakulni
(23. abra B része). A fag-bemutatds sordn optimalizalt négy aminosav hosszlsagu
linkerhossz tehat valoban elegendd ahhoz, hogy a leucin-cipzar sztérikusan ne befolyasolja a
peptid és a DYNLL2 kolcsonhatasat. A rekombinans dimer konstrukcidk esetében, a
géntechnoldgiai eldallitds kovetkeztében az amino-terminalisndl taldlhatd extra glicin és
szerin aminosavak nem hatnak kdlcson a DYNLL2-vel, igy valoszinilileg nem befolyasoljak
szamottevOen a kotddést.

Ha 0Osszehasonlitjuk a két komplexben talalhatd peptid szerkezetét és kolcsonhatési
halozatat, akkor megallapithatjuk, hogy 0sszességében a két peptid szerkezetében nagy eltérés
nem azonosithatd (23. abra C, D és E része). A -5. pozicidban talalhatd valin a DYNLL2
68-as hisztidinjével hat kolcson. A kialakult extra kolcsonhatds eredménye, hogy az
AcsS4R3GLT QT E; peptid félanca altal kialakitott 6t H-hidon kiviil tovabbi kettd alakul
ki (23. abra G és F része). A stabilizdlt B-lanc és a Val-5 His68-cal kialakitott extra
kolcsonhatasa egylittesen eredményezheti a -5. pozicidban valint tartalmazd peptidek

megnovekedett affinitasat.
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4.8 Eddig nem azonositott human LC8 kotoépartnerek joslasa az iranyitott evolucioval

meghatarozott mintazat alapjan

Fag-bemutatds alkalmazasa soran szdmos esetben tapasztaltak, hogy a linearis motivumok
pozicioinak iranyitott evolucid altal meghatdrozott aminosav gyakorisaga és a kotési energia
kozott pozitiv Osszefiiggés van (Weiss et al. 2000; Pal et al. 2003; Pal et al. 2005; Pal et al.
2006; Szenthe et al. 2007; Kocsis et al. 2010). Ha feltételezziik, hogy az egyes poziciok
fliggetleniil jarulnak hozza a kolcsonhatas kialakitdsahoz, akkor a fag-bemutatas segitségével
meghatarozott mintazat alapjan megbecsiilhetjiik egy nyolc aminosav hosszusagu peptidnek
az LC8-hoz val6 kotési energiajat. Ezek alapjan eddig még nem azonositott LC8 partnereket
josolhatunk a humén proteom bioinformatikai elemzésével.

A joslas folyamatabrajat a 24. abra mutatja. Az irdnyitott evolicido hasznalataval
meghatarozott mintazaton kiviil felhasznaltuk, hogy az LC8 kotémotivumai a partnerek
intracellularis részének rendezetlen régioiban taldlhatoak. Elsé 1épésben eltavolitottuk a
UniProt adatbazisban talalhat6 human fehérjék kozill az extracellularis vagy
membranfehérjeszakaszként jellemzett fehérjéket, fehérjeszakaszokat. Az intracelluléris
fehérjéknek és fehérjeszakaszoknak azokat a nyolc aminosav hosszisagi fragmentumait
kerestik ki, amelyeket IUPred programmal rendezetlennek josoltunk, és amelyek
az egyes pozicidkat minden konkrét szekvencidban a fag-bemutatds sordn meghatarozott
aminosavak gyakorisadga alapjan pontoztuk (,,position scoring matrix”). Ezt kovetden az egyes
pozicidk pontszdmait Gsszegeztiik (a 0-ik pozicidban talalhatdo glutamin O pontot ért). A
peptideket a végsé pontszamuk szerint sorba rendeztiik. Az elérhetd legmagasabb pontszam,
melyet a V.sS4R3G,LT1QoTE, konszenzus szekvencia kapott, 367. Az oktapeptidek
stirliségeloszlasa 0-t6l 367 pontig folyamatos lefutdsu, exponencidlis jellegli csokkenést
mutat. Megvizsgéalva az ismert partnerek elhelyezkedését, megallapitottuk, hogy azok a magas
pontszdmu régidban koncentralédtak. Az ismert partnerek mellett azonban szadmos, eddig
partnerként nem azonositott fehérjét is talaltunk, ami eddig nem azonositott human LCS8

partnerek lehetdségét vetiti eldre.
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24. dbra: Humdn LC8 partnerek josldascnak

. Jfolvamatdabrdja. A joslas sorédn a  Uniprot
Human proteom
adatbdzisban taldlhato fehérjék intracelluldris részeit

V 1. Iépés vizsgdituk (1. lépés). Ezutan a fehérjéknek azokat a

nyolc aminosav hosszusdgii szakaszait gyiijtottiik ki,

Intracellularis melvek 0-ik poziciéja (lasd LC8 kdtémotivum
domének

szdmozds) glutamint tartalmazott, valamint legalabb

2. lépés egy poziciojat IUPred program segitségével

<i

rendezetlennek taldltuk (2. lépés). A joslds harmadik

Rangsaorolhatd lépésében a motivumokat a fag-bemutatds sordn

motivumok meghatdrozott  aminosav  gyakorisdg  alapjdn

3. Iépés pontoztuk (3. lépés). Statisztikai modszer segitségeével

4

kiiszobértéket hataroztunk meg (25. dbra). A

Potencialis kiiszobérték felett taldlhato motivumokat nagyon

kotok

megbizhaté (A osztdly) és kevésbé megbizhato

4. Iépés csoportokba (B osztdly) rendeztiik. A kevésbé

<i

megbizhaté csoport tagjainak motivumai olyvan

)

[ A OSZt'cﬂy ] B OSZt'cﬂy J aminosavakat is tartalmaznak, melvek sem a

fag-bemutatds sordn nem szelektdlodtak, sem az

ismert partnerekben nem taldlhatéak meg.

A partnerek keresése soran az volt a célunk, hogy minimalizaljuk a fals pozitiv talalatokat.
Arra helyeztiik a hangstlyt, hogy olyan magas pontszam kiiszobértéket hatarozzunk meg, ami
felett az LC8 kotopartnernek josolt fehérjék nagy wvaldszintiséggel valos partnerek. Ez
sziikségszertien annak az aran tortént, hogy a joslasbol kimaradnak kiiszobértéknél kisebb
pontszamu, valds kotopartnerek is, azaz fals negativ talalatok. Elemi fontossagu volt, hogy
milyen alapon definialunk kiiszobértéket. Feltételeztikk, hogy az LC8-kotés képessége a
természetben lezajlott funkcionalis pozitiv természetes evolucid eredménye volt.
Feltételeztiik, hogy emiatt a human proteomban nagyobb aranyban fordulnak el6 olyan 8-tagu
szekvenciarészletek, amelyek beleillenek az iranyitott evolucioval meghatarozott LC8
kotomintazatba, mint olyanok, amik valos funkciohoz nem rendelhetd, de azonos aminosav-
statisztikaji 8-as motivumba illenek. E gondolatmenetet kovetve, annak érdekében, hogy
meghatarozzuk, mi az a kiiszobérték, ami folott indokolt egy fehérjét potencialis LC8
partnerként definidlnunk, az oktapeptidek stiriségeloszlasat statisztikai uton elemeztiik
(25. abra).

Az analizis elsO 1épéseként precizen definialt modon random mintazatokat készitettiink.

Rogzitettiik a fag-bemutatds soran meghatarozott mintazat pozicidinak aminosav
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gyakorisagait, viszont magukat a poziciokat ezer kiilonbdzd modon Gsszekevertiikk. Tehat
1000 olyan szekvenciasereget hoztunk létre, amelyek egyes pozicidira a fagszelekcio
eredményeként kapott aminosav gyakorisagok voltak szamolhatok, de maguk a poziciok a
valés sorrendtdl eltérd sorrendben kovették egymast. Igy a teljes 8-as ablakra nézve
megoriztikk a kumulalt aminosav gyakorisagokat, de a random mintakban megsziint az eredeti
szekvenciainformacio. Belathatd, hogy elenyészo annak a valosziniisége, hogy az igy
randomizalt mintazatok valos human fehérje kotomotivumoknak feleljenek meg. Ezutan az
1000 ilyen random mintazat alapjan ezerszer ujrapontozzuk a fentiek szerint leirt médon a
human proteomot. Az igy kapott 1000 stiriiségeloszlas fiiggvény atlagat 6sszehasonlitottuk a
joslasunk soran kapott siiriiségeloszlas fliggvénnyel. A mar emlitett pozitiv funkcionalis
természetes evoluciora hivatkozva ugy érveltiink, hogy egy megfeleloen magas kiiszob
pontérték felett a valos kotopartnerekre vonatkozo fliggvény magasabb stirtiségértékeket ad,
mint a random fiiggvények atlaga. Annal a pontértéknél definialtuk a kiiszobértéket, ahol a

valos / random siirtiségérték arany szignifikansan (> 5 %) eltér az 1-tol.

25. dbra: A kiiszobérték statisztikai iiton valo A DT 1 T
meghatdrozdsa. A A dbra az 1000 randomizdlt I 33 ~ 0% 1
mintdzat és a fdg-bemutatds eredményei alapjdan 9 ®F s %’ 0.08 i
pontozott motivumok  stiriiség-eloszids fiiggvényét 95) ol o ;gn 0,04 |
mutatia. Mindkét fiiggvénynek exponencidlis jellegii E g % 0,02
lecsengése van. A B dbran a két fiiggvény ardnva % 5| - 00| IET;.?.”
ldathato (fdag:randomizdlt). Alacsony pontértékmél a > I = 20 253800;00
fiiggvények ardnya kozel 1, azonban 220 pont folott az ok ; Eﬂdo:izjimaﬁﬁmmm i
dtlag szignifikénsan eltér az I-t6l, azaz a fdg- Bl ooy
bemutatds alapjdn meghatdrozott valos B L o fag/randomizalt | i
stiriiségfiiggvény tobb szekvencidt tartalmazott, mint a 5r 7
random motivumok dltal meghatdrozott véletlenszerii ni nem kétok kétek |
fiiggveny. Ezek alapjan 220 pontértéknél dllapitottuk g | ;
meg a josldas soran haszndlt kiiszobértéket. G sf ﬂ ]
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é,:l:él 1
1k -@9@@9@@@9@%@%:&02\5@@%1- L l : .
PR R SO S St P |

0 50 100 150 200 250 300 350

pont érték

71



Feltételezésiink helyes volt, a két slrliségeloszlas fiiggvény 220-as pontérték folott
szignifikans mértékben elvalt egymadstol, definidlva ezzel a kiiszobértéket. A sziirt
adatbazisunk 229 motivuma kapott 220 pontndl magasabb értéket. Ezek koziil 12 fehérje 17
motivumat kordbban mar azonositottak (4. fiiggelék tablazat).

A kiiszobérték felett talalhatdé 229 motivumot csoportositottuk annak érdekében, hogy a
lehetd legjobban csokkentsiik a fals pozitiv taldlatok szamat. Megbizhato partnernek josoltunk
(A csoport) 105 olyan motivumot, amelyek minden egyes aminosava az adott pozicioban mar
legalabb egyszer elofordult vagy a fag-bemutatds soran szelektalt peptidekben vagy a
természetbdl mar megismert motivumokban (4. fiiggelék tablazat). A kevésbé megbizhato
partnernek josoltak csoportjaba (B) azok a motivumok keriiltek, amelyek olyan aminosavakat

is tartalmaztak, melyek az adott pozicidoban eddig nem fordultak eld (5. fiiggelék tablazat).

4.9 Nem-kanonikus motivumok Kkeresése, partnerek joslasanak fejlesztése masodik

generacios fag-konyvtar segitségével

A fentiekben leirt fag-bemutatds soran hasznalt konyvtar (XXXXXQXX) esetében a
legkonzervaltabb 0-ik pozicidban rogzitettem a glutamint. A fixalas elénye egyrészt abban
allt, hogy nyolc aminosav hosszisagi kotohellyel tudtam dolgozni, annak ellenére, hogy
teljes konyvtar 1étrehozasdhoz egyszerre csak hét pozicidt lehet totalisan randomizalni. A
kristalyszerkezet alapjan 7-8 aminosav fér el a kotdarokban, igy bizonyos lehettem abban,
hogy a vizsgalt motivumhossz nem lesz tal rovid. A glutamin rogzitésének masik elénye az
volt, hogy a szelektalt peptidek egymas ald rendezése és Osszehasonlitdsa sordn a glutamin
definiélta a 0. poziciot. A stratégia hatranya ugyanakkor természetesen az volt, hogy maganak
a 0. pozicionak az aminosav preferencidjarol igy nem kaptunk informacidt. A pozicid
rogzitésével definicioszerlien nullara csokkent annak az esélye, hogy nem-kanonikus
(a 0. pozicidban nem glutamint hordoz6) motivumokat szelektaljunk. Annak érdekében, hogy
finomitsuk a koradbbiakban leirt joslasunkat, tovabbi fag-bemutatas kisérleteket is
elvégeztiink:

Egyrészt az X sX 4 X 3X X 1QoX X, konyvtarral megismételtiik a szelekcidt, és tovabbi 26
ujabb DNS szinten is egyedi klon szekvencidjat dolgoztuk fel. A korabbi kisérlettel egyiitt igy
51 egyedi klont azonositottunk, ami a joslds soran a partnerek pontozasat finomitja
(4. fiiggelék tablazat).

Masrészt az X.sXaX3X X 1QoX X, konyvtar eredményeit felhasznalva masodik

generacids fagkonyvtar segitségével finomitottuk a mintdzat jellemezését. A masodik
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konyvtar készitésénél az X sX 4X3X X 1QoX X, konyvtar eredményei alapjan az 5., -4., -3.,
-2. és 2. pozicidkban rogzitettiik az el6zd szelekcid alapjan leggyakoribb aminosavat,
azonban a -7., -6., -1., 0., 1. és 3. pozicidbkban megengedtik mind a 20 aminosav
eléfordulasat. Az igy -eldallitott XX ¢V.sS4R3GLX XX ExX3 kOnyvtarat ugyanugy
mutattuk be fagon, és ugyanugy szelektaltuk, mint ahogy azt az elsd szelekcidban tettiik.
Ezzel a mésodik generacids konyvtar segitségével tehat meghatarozhato6 a 0. pozicié aminosav
preferencidja. Emellett ebben a konyvtarban az eredetileg nyolc aminosav hosszusagu
motivum jellemzését kiterjesztettiik amino-terminalis irdnyban két, mig karboxil-terminalis
iranyban egy pozicioval. Osszesen 53 db DNS-szinten egyedi szekvenciaju klont sikeriilt
azonositani (6. fiiggelék tablazat). A két konyvtar eredményei alapjan a WebLOGO program
segitségével elkészitettem az LC8 11 aminosav hossziisaglh motivumanak mintazatat
(26. abra). A -7, -6 és a 3-as poziciok mérsékelten voltak konzervaltak, azonban a hidrofob
karakteri aminosavak —, mint a valin, leucin, izoleucin, fenil-alanin €s tirozin — tulsulya volt
megfigyelheté. A -1 és az 1-es pozicidkban a korabbi eredményekhez hasonld ardnyban
szelektalddott ki valin, izoleucin és treonin. Megjegyzendd, hogy néhdny esetben metionint,
szerint és alanint is azonositottunk ezekben a poziciokban. A korabbi konyvtarral torténd
szelekcid esetében nem jellemzett 0. pozicidban a leggyakrabban glutamint hataroztunk meg,
azonban 6 klon esetében sikeriilt metionint és egy klon estében aszparagint szelektdlni.
Erdekes modon a -2. pozicioban, ahol az ismert partnerek esetében altalaban kis oldallanct
aminosavak talalhatoak, a leggyakrabban eléfordulé aminosav triptofan volt. A konszenzus
szekvenciaju motivumot (MMVSVWTQTEF) szintetikusan eldallitottuk, de sajnos a magas

hidrofobicitasabol adodo gyenge oldhatdsaga miatt nem volt lehetdségiink tanulményozni.
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26. dbra: Ismert LC8 motivumok (A)— és a ket
fag-bemutatas eredményeinek  Osszesitésével (B)
létrehozott LC8 kotomotivum LOGO szekvencidi. Az H
adott pozicio magassdaga a konzervdltsagot, mig az

aminosavak nagysaga az adott aminosavnak az adott

pozicidban valé eldfordulds frekvencidjat tiikrézi. Az 1 D G

aminosavak szinkodja a hasonlo kémiai tulajdonsagot = _,_‘!":-‘-5-%\, V;_i:-_:?-
jeloli. Az abrat WebLOGO programmal készitettem N

(http://weblogo.berkeley.edu/logo.cgi).

A fag szelekciok sordn  Osszesitett
eredmények alapjan  megismételtik a
korabbiakban részletezett LC8 partner joslast 2

(24. abra). A 305 pontos kiiszobérték folott

Vv
172 egyedi 8-tagu motivum szerepel, melyek ""¥KDII(CA;
koziil 15 fehérje 22 motivumérél mér ismert, = =
hogy az LC8 partnere. A 8-tagi motivumokat
a kordbbiakhoz hasonldéan csoportositottuk. Az A csoportba 87 olyan motivum keriilt,
amelyek minden egyes aminosava az adott pozicidban mar legalabb egyszer eléfordult vagy a
fag-bemutatas  sordn  szelektalt peptidekben vagy az ismert motivumokban
(7. fiiggelék tablazat). A kevéssé megbizhato partnernek josoltak csoportjaba (B csoport)
keriilt az az 54 motivum, amely tartalmazott olyan aminosavakat is, melyek az adott

pozicidban még nem fordultak eld (8. fiiggelék tablazat).

Elsé joslas Masodik joslas

kiiszobérték felett talalhatd dsszes motivum (db) 229 172
kiiszobértek felett talalhatod ismert motivumok szdma (db) 17 22
az A csoportban talalhaté motivumok széma (db) 105 87
az ismert motivumok kiiszobérték feletti stirtisége (%) 7 13

7. tablazat: Az elsé és masodik joslas eredményének Osszehasonlitasa. A joslas finomitasa soran a

kiiszoberték felett talalhato ismert kétdszekvenciak hanyada kézel megkétszerezodott.

Béar a masodik konyvtar hasznalataval azonositottunk a 0-ik pozicidoban nem glutamint
tartalmazé klonokat, a T.;QoT; motivumon kiviil mas szekvencia Gsszetételii peptid nem
talalhatd a kiiszobérték felett. Ha Osszehasonlitjuk az elsé és a masodik joslas eredményét,
megallapithatjuk, hogy az els6 joslas soran a kiiszobérték felett 1évé 229 motivum koziil 17

(7 %) volt mar eddig is ismert, mig a masodik joéslas sordn 172 koziil 22 motivumot (13 %)
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azonositottak mar (7. tablazat). A joslas finomitdsa soran tehat csaknem duplajara nétt a
kiiszobérték feletti ismert kotdszekvencidk aranya, ami alapjan feltételezhetjiik, hogy a joslas
megbizhatobba valt.

Szintetikus uton eldallitottuk a 11 aminosav hosszisagu, amino-terminalison acetilalt
konszenzus szekvenciat, ami mindegyik pozicioban a szelekcidk soran leggyakrabban
eléfordulé aminosavakat tartalmazta. A 1étrehozott MM ¢V.sS4ViW,LT QT ExF5 peptid
azonban — valdsziniileg a nagyfoku hidrofobicitdsa miatt — fizioldgids koriilmények kozott

nem oldodott fel a tovabbi kisérletek elvégzéséhez sziikséges megfeleld koncentracioban.

4.10 Két josolt partner (az EML3 és az ATMIN) kisérletes igazolasa

Az éltalunk josolt human LC8 partner koziil két fehérje, az EML3 (Echinoderm
microtubule-associated protein-like 3, Uniprot kod: Q32P44) és az ATMIN (ATM interactor,
Uniprot kod: O43313) esetében kisérletes Gton is megvizsgaltuk a kdlcsonhatast.

4.10.1 Echinoderm microtubule-associated protein-like 3 (EML3)

A 896 aminosav hosszlisagl, a mikrotubulusok dsszeszerelddésének dinamizmuséban részt
vevO Echinoderm microtubule-associated protein-like 3 (EML3) fehérje (Tegha-Dunghu et al.
2008) SLVSRGTQTET szekvenciaji motivuma az elsd joslas soran a legtobb pontszamot
kapta, mig a masodik joslas soran 362 ponttal a harmadik legvalosziniibb LC8 partnernek
josoltuk (4. és 7. fiiggelék tablazat). A 78. pozicional kezd6dd motivum a fehérje rendezetlen
hasonloan az EML3 is nagy valoszinliséggel homodimer, hiszen a motivumtol
amino-terminalis irdnyban nagyjabol harminc aminosavnyi tavolsagra a COILS program

szuperhélix (coiled coil) szakaszt josol (27. abra).
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27. dbra: Az Echinoderm microtubule-associated protein-like 3 (EML3) mdsodlagos szerkezet joslo
programokkal (IUPred és COILS) valo elemzése. Mindkét algoritmus a 0,5 pontndl (az abran szaggatot vonallal
kiemelve) nagyobb értéket kapo poziciokat rendezetlen, illetve coiled coil szerkezetiinek josol. Az LC8
kétomotivumakent josolt VSRGTQTE szekvencia (pontos helyét nyillal jeloltem) az EML3 amino-végzodésénél
talalhato rendezetlen régioban (sziirke) taldalhato, amit amino-termindalis iranybdl egy josolt coiled coil szakasz

(narancssarga) hatarol.

Az els0 konyvtar hasznalata sordan a VSRGTQTE motivumot hatdroztam meg
konszenzusként. A peptid monomer €s GCN4 leucin-cipzarral dimerizalt valtozatainak
affinitdsat ITC modszerrel hatdroztam meg (22. abra, 6. tabliazat, monomer peptid
K4 = 0,08 pM, dimer peptid K4 < 0,007 uM). Ezen feliil az LC8 - Ac-SRGTQTE - és a dimer
VSRGTQTE komplexek kristalyszerkezetét is sikeriilt megoldani, melyekkel magyarazhato
volt az ITC mérések soran tapasztalt nagy affinitas.

Az ellendrzd kisérlethez igyekeztiink teljes hossziisagh EML3 fehérjét eldallitani. Ez
sajnos nem sikeriilt. Az EML3-at HEK298 human sejtvonalban thltermeltetve erds
aggregaciot tapasztaltunk, ami lehetetlenné tette a teljes fehérjével valo tovabbi kisérletek
elvégzését. Ugyanakkor E. coli sejtekben tultermeltetve sikeresen eldallitottuk az
EML3 (8-94) fragmentumat. Ez nem csak a kotdszekvencidt tartalmazza, de az attol az
amino-termindlis felé esd coiled coil részletet is. ITC moddszerrel sikeresen igazoltuk az
EML3 (8-94) fragmentum ¢és a DYNLL2 kozott lezajlo komplexképzddést (28. abra). A
kisérlet soran 1:1 sztochiometriat tapasztaltunk, azaz egy dimer DYNLL?2 ¢és egy dimer EML3
fragmentum alakit ki egy komplexet. Erdekes médon mégis a monomer VSRGTQTE
peptidhez hasonlé affinitast hataroztunk meg (K4 = 0,05 uM). Elképzelhetd, hogy a motivum
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€s a coiled coil kozott talalhato koriilbeliill 30 aminosavnyi szakasz hossza mar tulsagosan

nagy ahhoz, hogy érvényesiiljon az aviditas hatas.
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28. dbra: Az EML3 (8-94) fragmentum és a DYNLLI komplexképzddését ITC modszerrel sikeresen igazoltuk.
4.10.2 ATM interactor (ATMIN)

Az ATMIN fehérje a DNS szaltorést kdvetd hibajavitasban szerepet jatszo ATM-kinaz
partnere ¢és feltételezett szubsztratja (Heierhorst 2008). Joslasunkkal parhuzamosan
DYNLLI-et hasznalva csali molekulaként €leszté kéthibrid modszerben human sziv cDNS
konyvtarbol azonositottuk az ATMIN fehérjét. Tovabbi fragmentum analizissel
megallapitottuk, hogy az ATMIN legalabb két kétomotivumot tartalmaz (29. abra). A 823
aminosav hosszusagii ATMIN az amino-végzodésnél négy Zn-ujj domént tartalmaz, majd egy
a DNS hibajavitasban kulcsfontossagi domént (core domén) és egy kiterjedt rendezetlen
szerkezetli Kkarboxil-terminalis végi régiot (-~ 420-823). A rendezetlen szerkezeti
karboxil-terminalis régioban 6t darab kétomotivumot josoltunk (578-NMTDNQTQTID-568,
331 pont; 804-QFSSVETQTSA-814, 328 pont; 665-ESLDIETQTDF-675, 324  pont;
486-GGVSRETQTSG-496, 321 pont; 642-SASNIQTQTEE-652, 315 pont) ¢és tovabbi két
motivum talalhato kozvetlenill a kiiszobérték alatt (758-QLNSTETQTMS-768, 301pont;
733-DSSDTETQTEG-743, 298 pont). Ezek koziil az 578-NMTDNQTQTID-568 motivumot
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leszamitva mindegyik kotddését sikeriilt pepscan analizissel igazolni (29. abra B része).
Ezeken felil a 381-STGVQVN-387, 456-SVHTQTF-462, 471-SIAAQTD-477,
701-DTQTQTD-707 ¢és 782-SNETQTA-788 motivumok is pozitiv jelet adtak Pepscan
analizis soran. Ezen motivumok koziil a 666-SLDIETQTDFLL-677 motivumot szintetikus
modon eldallitottuk és ITC modszer segitségével igazoltuk az LC8-cal vald kdlcsonhatasat
(15. abra B része, Ky = 1,7 uM, AH =-64,7 kJ mol™, -TAS = 31,7 kJ mol™).
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modszerrel az ATMIN (475-823) és az LC8 kozotti kdlesonhatést (30. abra) (Kyq = 1,6 uM,
AH = - 44,6 kJM-l, -TAS = 11,2 kJ mol'l). Erdekes modon a sztéchiometria 1:5 lett, azaz 1
ATMIN molekulahoz nagyjabol 5 LC8 molekula kotddott. Valoszinti, hogy a 475-t61 823-ig
terjed0 szakaszon pepscan analizissel meghatirozott 8 motivum koziil nem mindegyik

kotddik az LC8-hoz, ha azok természetes szekvenciakdrnyezetiikben talalhatoak.
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30. abra: Az ATMIN (475-823) fragmentum és a DYNLLI komplexképzédését ITC modszerrel kovettem. A
titralas soran 1:5 sztéchiometriat tapasztaltam, azaz 1 ATMIN (475-823) fragmentumhoz 5 DYNLL1 kétédatt.
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5. Diszkusszio

5.1 Human LCS8 paralogok partner-specificitasa

Az LC8 fehérjének emldsokben két paralogjat azonositottak, a DYNLLI1-t és a DYNLL2-t.
Munkédm kezdetén meghataroztuk a két izoforma kiilonb6z6 motivumcsaladokhoz tartozo
Bmf ¢és nNOS peptidekkel kialakulo kolcsonhatdsanak termodinamikai és kinetikai
paramétereit. Annak ellenére, hogy az irodalomban az nNOS-t a DYNLLI1, mig a Bmf-et a
DYNLL?2 funkciondlis partnereként tartjadk szamon (Jaffrey et al. 1996; Puthalakath et al.
2001), in vitro nem tapasztaltunk lényeges kiilonbséget az LC8 paralogok és az emlitett
peptidek kolcsonhatdsaban. Ha elfogadjuk a Day és munkatdrsai altal tapasztalt in vivo
partner-specificitast, akkor elképzelhetd, hogy azt valami eddig fel nem tart tényezd
szabalyozza (Day et al. 2004). A paralogok kozott talalhatd hat aminosavnyi eltérés, koztiik a
Day és munkatarsai altal a partner-specificitasban kulcsfontossagunak vélt 41-es hisztidin és
tirozin a kotéarkokon kiviil, az al és a2 hélixekre térképezodik (12. B abra). Ezek szerint a
paralogok kozott talalhato kiillonbségek a kotdarkok ,,miikodését” oOnmagukban nem
befolyasoljak Iényegesen. Lehetséges, hogy az LC8-nak Iéteznek olyan, specificitast
befolyasold partnerei, melyek az eddigiektdl eltéré modon nem az LC8 kotdarkaba kotnek be.
Elképzelhetd, hogy ezek olyan allvanyfehérjék, melyek a partnerek és az LCS8 paralogok
lokalis koncentracigjat befolyasoljadk, vagy olyan ,szabdlyoz6” partnerek, amelyek
allosztérikus mdodon befolyasoljak, a kotdarkokba kotd tobbi partner LC8-interakcigjat. Ilyen
partnereket azonban a mai napig nem azonositottak. A partner-specificitasra egy masik
lehetséges magyardzat lenne, ha a paralogok sejtbéli lokalizacidja eltérést mutatna.
Megvizsgalva a paraldgok sejten beliili eloszlasat azonban megallapithatjuk, hogy mindkettd
mindenhol univerzalisan eléfordul. Jurado €¢s munkatarsainak eredményei ijabb lehetdséget
vazolnak fel. Kimutattak, hogy a paralogok transzkripcidja eltéréen szabalyozott (Jurado et al.
2012). Ezt a megfigyelést tamasztja ald Schwanhausser €s munkatarsai eredménye is. A
kutatok nagy-ateresztOképességli modszerrel meghataroztdk az egér fibroblaszt sejtek
fehérjéinek mennyiségét (Schwanhausser et al. 2011), és sejtenként egy nagysagrenddel tobb
DYNLLI1 fehérjét (~ 220402 db) talaltak, mint amennyi DYNLL2-t (~ 36378 db). A két
paralog gerincesekben jelenik meg eldszor, valosziniileg egy génduplikacio kovetkeztében. A
jelek szerint az evollicios elvalas oOta a konzervalt LC8 paraldgok kdlcsonhatési
mechanizmusa nem valtozott lényegesen, mig transzkripcids szabalyozasuk eltérd lett.

Elképzelhetd, hogy pusztin a DYNLL1 nagyobb mennyisége miatt azonositottak ennél a
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paralogndl a masikhoz képest joval tobb kotdpartnert (2. tablazat). Annak érdekében, hogy
feltarjuk a DYNLL1 és a DYNLL2 paralégok kozotti esetleg mégis fenndlld fiziologids
kiilonbségeket, tovabbi komplex sejtbiologiai kutatasok sziikségesek. Erdekes lenne tovabb
vizsgalni a két paralog expresszios szabalyozasat. Felmeriil, hogy a partnerek mennyiségének

novekedése szabalyozza-e a paraldgok mennyiségét.
5.2 Az LC8 dinein konnyiilanc kolcsonhatasa kiilonb6z6 motivumokkal

Az LC8 a sejtekben a sejtmagtol a citoplazman at a poszt-szinaptikus denzitasig mindenhol
megtalalhato. Schwanhausser és munkatéarsainak eredménye alapjan egér fibroblaszt sejtekben
az LC8 Osszmennyisége a toredéke a mar azonositott partnerek Osszmennyiségének
(Schwanhausser et al. 2011). Vajon mi donti el, hogy az LC8 az igen valtozatos
szekvenciamintazattal rendelkezd partnerek koziil éppen melyikhez kotddik? Ahhoz, hogy
kozelebb keriiljiink a kérdés megvalaszolasdhoz, megvizsgaltuk, hogy a kiilonbdzd
motivumtipusok kozott megfigyelhet6-e valamilyen kotddésbeli mechanisztikus kiilonbség.
Biofizikai moddszerekkel meghataroztuk a kiilonb6z6 csalddokhoz tartozd Bmf, nNOS,
miozin-5a ¢és Pakl, T53bpl és ATMIN monomer ¢és dimer koétdpeptidek LC8-kotésének
termodinamikai €s kinetikai paramétereit.

Az LC8 konszenzus kotomotivumatol leginkabb eltérd, nem-kanonikus csaladba tartozé
Pakl fehére peptidjét (V3ALT.1SoPiL, Ky = 40 uM) kivéve mindegyik motivum
mikoromolos koriili disszociacids allandoval rendelkezik. Ez jol egyezik egyéb, hasonld
hosszisagun ELM-ek kotderdsségével (Seet et al. 2006). Lightcap és munkatarsai hierarchikus
Osszefliggést feltételeztek a motivumok szekvencidi és az affinitasuk kozott (Lightcap et al.
2008). Ez alapjan minél inkabb eltér egy peptid szekvencidja az altaluk meghatarozott
KXTQT konszenzus mintazattél (10. abra), annal kisebb affinitds érték mérhetd. Ezt a
feltételezést a kiilonbozd peptidekkel altalunk mért affinitas értékekkel nagyjabol sikeriilt
alatdmasztani (Kakatoro > Karrom > Kavevove > Kaaatort > Karciovp > Kakntmrp >
Kavatspr). Kérdéses azonban, hogy a kotési allandok altalunk meghatarozott, kis kiilonbségei
magyarazhatjdk-e, miként valogat az LC8 in vivo az egyes motivumok kozott. A sejtekben
ugyanis a fehérje-fehérje kolcsonhatdsokat 1ényegesen befolydsolja a magas Osszfehérje
koncentraciobol eredd ,,crowding effect” (Ovadi et al. 2004), és a fehérjék eltérd lokalis
koncentracioja. Inkdbb elképzelhetd, hogy a motivumok affinitasainak kis kiilonbségei nem a
partnerek kozotti ,,valogatasban”, hanem inkabb az LC8 és partnerei kozotti kolcsonhatasok

egyfajta finomhangolasaban jatszhatnak szerepet.
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Megjegyzendd azonban, hogy eltérd mechanizmusok is eredményezhetnek hasonld
kotéserdsséget. A K3X,T1QoT; csaladhoz tartozd6 Bmf, Tp53bpl, EML3 és ATMIN
motivumok és az 1.1QoV D, csaladhoz tartozé GKAP ¢és nNOS motivumok hasonlo affinitast
mutatnak, de ezt eltérd mechanizmussal érik el. Erdekes, hogy a miozin-5a és a Pakl nem-
kanonikus motivumai inkébb az 1.;QyV D, csaladhoz hasonl6 termodinamikai paraméterekkel
kotddtek, azaz entalpikusan és entropikusan is kedvezd folyamat volt a kdlcsonhatas. Ha
megvizsgaljuk az LC8-Bmf ¢és LC8-nNOS komplexeket (PDB: 1F96 ¢és 1CMI),
megallapithatjuk, hogy a Bmf esetében a kdlcsonhatasban kulcsfontossagu kozponti TQT
motivum két szerkezeti viz altal kozvetitett, két extra hidrogén-hid kialakitasara képes, mig az
IQV motivum tartalmi nNOS esetében a komplexben csak egy szerkezeti viz talalhato és egy
hidrogén-hid. A két motivumcsalad kozotti termodinamikai kiilonbség esetleg azzal
magyarazhat6, hogy a Bmf, Tp53bpl és ATMIN peptidek kotédése soran tobb kdlcsonhatas
jon létre, amit a szerkezeti vizek okozta kedvezdtlen entropikus tényezd ellenpontoz.

A K3X,T 1QoT; és az 1,Q¢V D, motivumcsaladok kotdédése soran azonositott eltérd
termodinamikai kiilonbség fiziologids szerepe kérdéses. Barbar és munkatarsai legujabb
munkéjukban a Swallow (ATSAKATQTD), a Bim (MSCDKSTQTP), a dinein intermedier
konnytlanc (IVYTKQTQTP), a Kibra (Kibl: QYLDVSSQTD, Kib2: LKVDKETNTE) ¢és az
nNOS (EMKDTGIQVD) motivumainak komplexképzdodését vizsgaltak (Nyarko et al. 2011).
Eredményiik 0sszeegyeztethetd a mi eredményeinkkel, azaz a KXTQT tipusu Swallow, Bim
¢és Kibl motivumok koétddése entalpikusan kedvezd, de entropikusan kedvezdtlen folyamat
volt, mig az IQVD és a nem-kanonikus tipusu Kib2 ¢€s nNOS kotddése entropikusan is
kedvez6 folyamat volt. Egyediil a dinein intermedier konnytilanc motivuma soran tapasztaltak
eltérést, ahol annak ellenére, hogy a peptid KXTQT tipusi volt, a komplexképzddés
entalpikusan és entropikusan egyarant kedvezd volt.

Erdekes modon a monomer Bmf peptid esetében a dimer peptidekhez hasonld lassu
disszociaciot figyeltiink meg. A Bmf fehérje dimer allapotarol nem ismert kisérletes adat.
Coiled coil és egyéb dimerizald6 doméneket nem tartalmaz. Ezek szerint a Bmf fehérje
monomer forméban is képes lehet a tobbi dimer partnerhez hasonld, permanens kodlcsonhatés
kialakitasara? Megjegyzendd, hogy a Bmf fehérje a karboxil-terminalisanal tartalmaz egy
erdsen hidrofob szekvenciarészletet, ami segitheti a sejtmembranba valo kihorgonyozodasat.
Ez onmagaban is okozhatna egy, a dimer peptideknél tapasztalt aviditas hatashoz hasonlo
jelenség létrejottét (O'Connor et al. 1998).

Megjegyzendd, hogy ismertek olyan motivumok is, melyek a két osztaly szekvencidlis

tulajdonsagat egyesitik, azaz folytonossagot biztositanak a két osztaly kozott. Erre példa a
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Nup159 fehérje SsA 7S A sD4F 3D,V 1QoT S; €és DsN.7Y 6AsE4S3G,11QoT Dy, valamint a
Tp53bpl fehérje PgS7Q6N.sN_4l3G,LQoTiM, motivumai. A fag-bemutatas soran hasznalt
mindkét konyvtar esetében (X sX 4X XX 1QoX Xy ¢és XX 6V.sS4R3GLX 1 XX Do X5)
evolvaltam ,kevert” szekvencidkat (2. és 6. fiiggelék tablazat). A tovabbiakban érdekes
lenne megvizsgalni ezeknek a ,kevert” szekvencidval rendelkezd peptideknek a kotddési

tulajdonsagait is.

5.3 Aviditas, avagy a dimerizacio hatasa a kotoerdsségre. Az LC8 egy altalanos

dimerizald, szerkezetstabilizalo csomoponti szabalyozo fehérje

A partnerek monomer kotdpeptidjeinek vizsgalata sordn meghatarozott kiilonbségekbol

nem kovetkeztethetiink kozvetlen modon a sejtekben torténd eseményekre, vagyis arra, hogy
az LC8 a szamos partnere koziil melyiket preferalja. A fehérjék pontos globalis és lokalis
pedig korlatozza a ,,molecular crowding” hatas (Ovadi et al. 2004). Rdadasul a partnerek nagy
része dimer forméaban talalhato.
Annak érdekében, hogy pontosabb képet kapjunk az LC8 ¢és partnereinek sejtbeli
kapcsolatair6l, 6sszehasonlitottuk a miozin-5a és a Bmf monomer ¢s dimerizalt kotépeptidek
affinitasat. A dimer peptidek a monomer peptidekhez képest tobb mint két nagysagrenddel
erdsebben kotddtek (K4 ~ 10 nM). A kotderdsség ndvekedése egyértelmiien az antitesteknél is
megfigyelt aviditds hatdsnak volt betudhatd, hiszen a dimerizéldssal a komplexképzddés
sebességi allandoja nem valtozott, mig a disszociacid sebességi allandoja harom
nagysagrenddel lecsokkent (O'Connor et al. 1998; Pabbisetty et al. 2007).

A partnerek dimerizalasabdl szarmazd kotéserdsség-novekedés tehat  fiziologiai
szempontbol meghatarozobb lehet, mint dGnmagukban a monomer peptidek affinitdsai kozott
tapasztalt kiilonbségek.

A termodinamikai vizsgalatok mellett meghataroztuk a kiilonb6z6 monomer és dimerizalt
peptidek kotésének kinetikai tulajdonséagait is. A peptideknek mind a monomer, mind a
dimerizalt valtozatai joval alacsonyabb asszocidcios sebességi allandoval kétddnek, mint az
irodalombdl ismert, fleg a jelatvitelben szerepet jatsz6 ELM-ek (Seet et al. 2006). A
dimerizalt peptidek az aviditds hatas miatt extrém lassan disszocidlnak. Tehat a jelatviteli
folyamatoknal szerepld ELM-eknél tapasztalt dinamikus komplexképzéssel ellentétben az

LC8 lassan koti meg €s igen lassan engedi el a partnereit. A hosszu életidejti, ,,permanens”
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komplexek alapjan az LC8 funkciondlisan inkabb a partnerek alland6 dimerizald egységeként,
egyfajta ,,molekularis ragasztoként” foghato fel.

Az LCS8, mint csomodponti fehérje miikodése poszt-transzlacios modon is szabalyozhato.
Az egyik leginkabb kutatott LC8 szabalyozdsi mdod a Ser88 foszforilacidjan keresztiil
valésulhat meg (Song et al. 2007; Song et al. 2008). A foszforilacié hatasdra az LC8
monomer-dimer egyensulya a monomer iranyaba tolodik el (K4 > 1 mM) (Benison et al.
2009). A monomer LC8 ebben a formajaban a kotéarok hidnya miatt képtelen megkdtni
partnereit. Ezek alapjan érthetd, miért nem tudtak kimutatni in vitro kolcsonhatast az LCS8
Ser88Glu és a Pakl, valamint a Bim motivumok k&zo6tt (Song et al. 2007; Song et al. 2008).
Viszonylag erds kolcsonhatast azonositottak azonban a dinein intermedier konnytilanc és a
Swallow motivumok esetében (Song et al. 2007). Megjegyzendd, hogy a kisérletekben
hasznalt Swallow fragmentum coiled coil szakaszon keresztill dimerizalt volt. Tovabba
sikeresen meghataroztak az LC8 Ser88Glu-Swallow peptid kristalyszerkezetét, amelyben a
mutans LC8 dimer forméban volt, és szerkezete nagyfoku hasonlésagot mutatott a vad tipusu
dimer LC8 szerkezetéhez (Benison et al. 2009).

Fluoreszcencia polarizacié ¢€s felszini plazmon rezonancia spektroszkopias modszerek
segitségével kvantitativan meghataroztuk a foszfomimikalt Ser88Glu mutans LC8 és a
monomer Bmf és dimer miozin-5a kozotti kolcsonhatast. Azt tapasztaltuk, hogy a monomer
Bmf a Ser88Glu mutans LC8-hoz tobb mint 100-szor gyengébben ko6tddott a vad tipushoz
képest (Kq = 110 pM). Ez a kotéserdsség fiziologias koriilmeények kozott valdszinilileg mar
nem eredményez komplexet. Ezzel szemben a dimer miozin-5a fragmentum Ser88Glu
LC8-cal szembeni affinitdsa mikromolos tartomanyban van (K4 = 2,7 uM). Bar a vad tipusu
LC8-hoz valé kotéshez képest ez mintegy ~50-szeres affinitas-csokkenést jelent, a
Elképzelhetd, hogy a foszforilalt LC8 is kothet dimer miozin-5a-t, illetve egyéb eleve dimer
partner fehérjéket. A kotés soran a dimer kotdpartnerek az LC8 Ser88Glu monomer-dimer

egyensulyat ,,visszatoljak™ a dimer irdnyaba.

Korabban a Pakl-et tartottdk a Ser88 foszforilaciojaért feleldés kinaznak. Ezt masok, és
magunk Ujabb eredményei cafoljak (Lightcap et al. 2008; Radnai et al. 2010). Jelenleg tehat
nem ismert, hogy a 88-as szerint valoban foszforildlja-e valamelyik protein-kindz.
Eredményeink ugyanakkor azt mutatjdk, hogy a 88-as Ser foszforilacioja szelektiven
szabalyozhatja az LC8 monomer és dimer partnerei kozotti valogatasat. Yang €s munkatarsai

munkdja alatdmasztani latszik eredménylinket (Yang et al. 2009). A Chlamydomonas flagella
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LC8 Ser90Glu mutansa, ami analdog a humén citoplazmatikus Ser88Glu mutanssal in vitro
féleg monomer allapota volt, de in vivo kisérletiikben nagy része dimerizalt. Tovabba a
Ser90Glu mutacio in vivo nem volt szignifikans hatdssal a flagellum képzddésére és a sejt

motilitasara.

5.4 LC8 motivumanak atfogd elemzése iranyitott evolucios megkozelitéssel,

fag-bemutatassal

A tobb tucat LC8 partnerben azonositott kotomotivum tanulményozéasaval elvileg
kovetkeztetni lehet az egyes pozicidk és a poziciokban eléforduld aminosavcsoportok
kolcsonhatasban betdltott energetikai fontossagara. Ahhoz, hogy ez a feltételezés igaz legyen,
legalabb két feltételnek teljesiilnie kell. Az egyik az, hogy a természetben eléfordulod
szekvencidk elsdsorban a kotéserdsség altal szelektalodtak. Mivel a természetes evolucio
soran egyszerre szdmos szelekcids tényezd hathat ugyanarra a fehérjeszakaszra, ez a
feltételezés nem magatol értetddd. A masik feltétel az, hogy az ismert kdtOpartnerek az dsszes
kotdpartner reprezentativ mintdjat jelentsék. Ez a feltétel sem magatol értetddd. A partnerek
¢lesztd kéthibrid modszerrel, tandem affinitastisztitassal és immunprecipitaciéval valo
azonositdsa sordn el6fordulhat, hogy ismeretlen tényezOk miatt bizonyos partnerek
azonositasa nem sikeriil, illetve bizonyos motivumok talreprezentaltak lesznek.

A problémakor leegyszerlisodik, amennyiben képesek vagyunk az 0Osszes varianst
eldallitani, és mindegyik kotéserdsségét megmérni. Klasszikus biokémiai modszerekkel
(egyedi mutéciok létrehozasaval) a teljes szekvenciatér ,,bejarasa” és a kotéserdsségek mérése
praktikusan lehetetlen. Az iranyitott fehérjeevolucid azonban lehetové teszi, hogy az 0sszes
varianst eldallitsuk, és elsdsorban kotéserdsség alapjan szelektaljuk. A szelektalt klonok
szekvenciainak statisztikai analizise kirajzolja a termodinamikai alapon diktalt mintazatot.

Dolgozatomban a fenti elven, fagbemutatast alkalmazva két 1épésben meghataroztam az
LC8/DYNLLI1 kotésmintazatat. A peptid konyvtarat M13 fonalas fdg p3 burokfehérjéjén
fiziés modon mutattam be. Korabbi eredményeim alapjan a peptideket coiled coil
motivummal dimerizaltam, kihaszndlva a dimerizalasbol adodé aviditas hatast. Az ily médon
torténd bivalens bemutatas soran, hasonldan a polivalens bemutatashoz, a gyengébben kotodo
motivumokat is szelektalni lehet, ezaltal atfogobb képet kaphatunk a mintazatrol. Az altalam
is hasznalt bivalens bemutatast mas dimer-dimer komplexképzddésének tanulmanyozasahoz
is fel lehet hasznalni. Példaul Lee és munkatarsai korabban sikeresen hasznaltdk a bivalens

bemutatast antitestek fejlesztésében (Fuh et al. 1990; Lee et al. 2004).
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Az elsé konyvtar esetében a legkonzervaltabb pozicidban a leggyakrabban eléforduld
aminosavat, a glutamint rogzitettem, majd az eredmények tudatdban terveztem meg a masodik
konyvtarat. Mindkét létrehozott konyvtar esetében (XXXXXQXX ¢és XXVSRGXXXEX) a
konyvtar mérete majdnem teljesen lefedte a randomizalas altal meghatarozott szekvenciateret,
azaz egyszerre vizsgaltuk az Osszes lehetséges varianst.

Az irdnyitott evolucidval szelektalt motivumok 4altal készitett mintdzat nagyvonalakban
hasonlit a mar azonositott partnerek segitségével készitett mintazathoz, azaz az in vitro
evolucio hasonld megoldast talalt a komplexképzddésre, mint a természet. Mas szemszogbol
vizsgalva, a természetben a mintdzat nagy része (a -4., a -3.,a-2.,a -1.,a 0., az 1. és a 2.
poziciok) az LC8 kotésaffinitasa alapjan evolvalodott.

Az els6 konyvtar esetében rogzitettiik a legkonzervaltabb poziciot (0.), ezért nem meglepd,
hogy nem szelektaltunk a természetben tapasztaltaktol teljesen eltéré megoldasokat. A
masodik konyvtar esetében (X ;X 6V.sS4R3G,X XX DyX3) azonban mind a 0., mind a
hatarol6 poziciokat (-1 és 1) teljesen randomizaltuk. Ebben az esetben sikeriilt is olyan nem-
kanonikus szekvencidju motivumokat szelektdlni, melyek a 0-ik pozicidban nem glutamint
tartalmaztak. Ugyanakkor ezek igen ritkdk voltak, csak hat alkalommal azonositottuk a
miozin-5a-ban is megtalalhatdé T MoT; és egy esetben a Kibra fehérjében is megtalalhatd
T_1NoT; motivumot. Minden eddig ismertt6l 1ényegesen eltérd szekvencia nem szelektalodott.

A nagyfokt hasonlosadg ellenére kiilonbségeket is taldlunk. Szembetiind a hidrofob
aminosavak magas el6fordulési aranya a természetben tapasztaltakéhoz képest. A rendezetlen
régiokban taldlhatd motivumok hidrofobicitdsa atlagosan nagyobb a (4tlagosnal polarosabb,
rendezetlen) kornyezetiiknél. A felszinen megjelend hidrofob oldallancok azonban
— aggregacids hajlamuk miatt — a természetben kedvezOtlenek. Raadasul egy hidrofob
karakteri motivum viszonylag alacsony specificitasi is egyben (Meszaros et al. 2007).
Figyelemremélto, hogy a -2-es pozicioban a fadg-bemutatds soran triptofan jelent meg. A
masodik generdciés konyvtar szelekciojaval meghatarozott konszenzus motivumot
(MMVSVWTQTEF) szintetikus uton eléallitottuk, de gyenge oldhatdésaga miatt nem volt
moddunkban tanulmanyozni a 2-es pozicioban talalhato triptofan szerepét.

Ezzel kapcsolatban fontos megemliteni, hogy a fagrészecske oldhatosaga miatt a
részecskén megjelenitve olyan peptidek is ,,oldatban maradnak”, amelyek ©nmagukban
aggregacios hajlamuak.

A természetes mintazattdl leginkdbb a -5-0s pozicidban azonositottunk eltérést. A
természetben tapasztaltakhoz képest megnovekedett a konzervaltsdg foka, a leggyakoribb

aminosav a valin volt. A -5-0s pozicidban talalhaté valin képes volt az affinitast nagyjabol két
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nagysagrenddel megnovelni. Eredményiink Osszeegyeztethetd Lajoix pepscan eredményével,
amelyben a -5-0s pozicidoban a valin vagy az izoleucin minden esetben megndvelte az
affinitast (Lajoix et al. 2004). A dimerizalt, Val s tartalmu peptid affinitasa a nanomolos alatti
disszociaciés allandoju tartomanyban taldlhatdo. Az iranyitott evoliciés megkozelitéssel
sikeriilt tehat az eddigi legerdsebb kdtdmotivumot eldallitani.

A monomer ¢és a dimer VSRGTQTE peptid egyarant alkalmazhat6 az LC8 kompetitiv
inhibitoraként, ami lehetdséget teremt az LC8 funkcidjanak in vivo tanulmanyozasara. Varma
¢s munkatarsai az LC8-nak a dinein motor komplex mikddésében betdltott szerepét
tanulmanyoztdk egy elegans kisérletben, melyben a dinein intermedier lanc LC8
kotdmotivumanak (REIVTYTKETQTP) dimer valtozatat sikeresen hasznaltak in vivo az LC8
kompetitiv inhibitoraként (Varma et al. 2010).

5.5 A human LC8 interaktom felderitése a kotémotivum mintazata alapjan

A fag-bemutatds 4ltal meghatarozott mintdzat, azaz a pozicionkénti aminosav
gyakorisdgok alapjan egy egyszerii pontoz6 matrixot hasznaltunk a human LC8 interaktom
feltardsara. A joslas sordn eldzetes informdciokat is figyelembe vettiink. A motivumnak
citoplazmatikus fehérjeszakaszban, annak is rendezetlen szerkezetli (IDR) részében kellett

lennie.

Uniprot koéd név pozicié szekvencia pont Ky (uM) AG°
Q32P44 EMAL3_HUMAN 78 SLVSRGTQTET 362 0,1 -40067
043313 ATMIN_HUMAN 665 ESLDIETQTDF 324 1,7 -33024
Q12888 TP53B_HUMAN 1164 ETVSAATQTIK 323 4,5 -30604
043521 B2L11_HUMAN 107 MSCDKSTQTPS 322 0,8 -34898
Q96LCO BMF_HUMAN 63 SQEDKATQTLS 322 0,7 -35230

©Q9Y4ll  MYOSA_HUMAN 1281  PKDDKNTMTDS 233 88  -28937
P29475 NOS1_HUMAN 231 EMKDMGIQVDR 222 7 -29506
014490 DLGP1_HUMAN 647 RCLSIGIQVDD 206 2,4 -32167

8. tablazat: A “pontozhato”, ismert partnerek ismert affinitas értékei. A szaggatott vonal a 305 pontos

kiiszobertéket jeloli.
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31. abra: : A “pontozhato”, ismert

275 partnerek komplexképzddése soran
] tapasztalt szabadenergiavaltozast
n
-30.0 . , -
] mutatja a joslds soran kapott pontjaik

F'E 3254 ® i fliggvényében. A szaggatott vonal a 305
g - pontos kiiszobértéket jeloli.
ED -35.0 s
<

-37.5 4

-40.0 .

200 250 300 350

pont érték

A fag-bemutatdson kiviili sajat eredmények mellett méas modszerekkel azonositott
motivumokat nem hasznaltunk fel a joslds soran, ezért a mas, fiiggetlen kisérletekben
azonositott kotdszekvencidk alkalmasak voltak a joslasunk josdganak megallapitdsara. Ha
abrazoljuk a mar azonositott motivumok LC8-kdtésekor bekovetkezd mért standard
szabadenergiavaltozasokat (AG®°) a joslas soran kapott pontszamaik fiiggvényében, akkor
pozitiv 0sszefiiggést mutatd grafikont kapunk (8. tablazat, 31. abra), azaz a fag-bemutatas
sordn az egyes pozicidkndl azonositott aminosav frekvencidbol valoban kdvetkeztetni lehet a
kotéserdsségre. Ha megvizsgaljuk az egyes motivumtipusok ponteloszlasat, észrevehetd, hogy
a KX ,T1QpT; csalad tagjai nagyobb pontértéket kaptak, mint az 1.,QoV D, csalddokhoz
tartozok, azaz a K;3X,T.1Q¢T; motivumok kotddése kozelebb van a termodinamikai
optimumhoz. Ez 0Osszeegyeztethetd a 4.2-ik ,,Az LCS8 dinein konnyiilanc kiilonbozo
motivumcsaladokkal valo kolcsonhatdsanak tanulmanyozdsa” cimll fejezetben kapott
eredményekkel, ami szerint minél jobban eltér egy peptid szekvencidja a KXTQT konszenzus
mintazattol, annal kisebb affinitasérték mérheto.

A motivumok pontozasa utan egy ,,boot strap” tipusu statisztikai modszerrel kiiszobértéket
hatdroztunk meg. A kiiszobérték felett a motivumokat feltételezett LC8 partnernek
definialtuk. Osszehasonlitva az elsé és a masodik kdényvtar eredményei alapjan josolt
partnereket, megallapithatjuk, hogy egyrészt mindkét esetben tobb szadz prediktalt
kotdszekvencia taldlhatd a kiiszobérték felett, masrészt ezek nagy részét még nem
azonositottadk LC8 partnerként. A mdasodik joslas sordn a kiiszobérték felett talalhatd, mar
azonositott partnerek szdma kozel megkétszerez0dott, ami a joslds megbizhatosaganak
novekedését valosziniisiti. Az elsd konyvtar altal meghatarozott mintazat esetében, mivel a 0.
pozicioban a glutamint rdgzitettem, csak ,kanonikus”, TQT wvagy IQV motivumokat

josolhattam. A masodik konyvtar esetében a -1., 0. és az 1. pozicidt is randomizaltam,
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lehetdséget adva mindharom, koztiik legfontosabbként a 0. pozicid jellemzésére, igy ujfajta
mozivumok azonositdsara. Figyelemreméltdé modon a mésodik konyvtar hasznéalatakor sem
volt Gjfajta, a 0. pozicidbban nem glutamint tartalmaz6 motivum a kiiszobérték felett. Ez arra
utal, hogy még a kotészekvencia egyik oldalan kialakitott, affinitasndveld dimerizacios elem
jelenlétében sem versenyezhet eredményesen semmilyen aminosav a glutaminnal.

A josolt partnerek igen kiillonbozd sejtbiologiai funkciokban vesznek részt, melyek
gyakran filiggetlenek a dinein és miozin motorfehérjéktdl. Schwanhausser és munkatérsai
adatai alapjan a fibroblaszt sejtekben taldlhatdo LC8 sejtenkénti szama (~ 200000) Iényegesen
meghaladja a dinein motor komplex és a miozin-5a egységek szamat (~8-90000).
(Megjegyzendd, hogy a miozin-5a nagy mennyiségben idegsejtekben expresszalodik.) Mar
onmagaban ez is arra utal, hogy az LC8 nagy része valdban dineintdl és miozin-5a-tol

fiiggetleniil miikddik (Schwanhausser et al. 2011).

5.6 EML3 és az ATMIN fehérjék, mint kisérletesen is igazolt uj human LCS8

partnerek

Az elsd joslas soran megtaldltuk az emberi proteomban a fagszelekcid konszenzus
szekvenciajat, amely természetesen a legnagyobb pontértéket kapta. Az igy josolt legerdsebb
kotészekvencia a sejtosztodds soran a mitotikus orsok kialakitdsdban szerepet jatszo EML3
fehérjében (Tegha-Dunghu et al. 2008) talalhato. A kolcsonhatast igazoltuk szintetikusan
eloallitott motivummal és rekombinans modon 1étrehozott, E. coli-ban termeltetett EML3
fragmentummal is. A predikcios analizissel parhuzamosan élesztd kéthibrid moédszerrel is
dolgoztunk. Ennek sordn LCS8 kotOpartnertként azonositottuk a DNS hibajavitasban szerepet
jatsz6 ATMIN fehérjét (Heierhorst 2008). Az ATMIN-t a predikcids eljarasunk is
azonositotta, és azt a nagy megbizhatdsagi LC8-partner csoportba sorolta. Tovabbi fliggetlen
kisérletekben is igazoltuk az ATMIN-LCS8 kolcsonhatdst. Heierhost és munkatarsai a mi
munkankkal parhuzamosan szintén azonositottdk az ATMIN-t, mint LC8 partnert (Jurado et
al. 2012).

A munka folytatasaként elkezd6dott a josolt partnerek LCS8-kdlcsonhatasanak igazolasa
immunprecipitdciés modszerrel, tovabba a mar igazolt 01j partnerek esetében a kdlcsonhatés
biologiai funkciojanak felderitése sejtbiologiai modszerekkel. Eredményeink remélhetdleg
segitséget nyujtanak majd ahhoz, hogy az LC8 fehérjét kutaté csoportok 1) kotOpartnereket
azonosithassanak, tovabba hozzajarulnak az LC8 kiilonbozd sejtfolyamatokban betoltott

szerepének mind alaposabb felderitéséhez is.
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5.7 Tctex-1 dinein konnytlanc

A munka tovabbi folytatdsaként Nyitray Laszlo laboratériuméban elkezdddott egy masik
dinein kénnyiilanc, a Tctex-1 fehérje (DYNLT) partnerkotésének jellemzése is. Erdekes, hogy
a Tctex-1 elsddleges szerkezetében nem, de térszerkezetében hasonlit az LC8-hoz (6. abra).
A dineinen kiviil mas citoplazmatikus fehérjéket is leirtak Tctex-1 partnerként. Az eddig
azonositottak szama még nem kozeliti meg az LC8-partnerek szdmat, de novekvd tendenciat
mutat. Kétdmotivumarol jelenleg keveset tudunk. A Tctex-1 kotdarka az LC8-énal joval
hosszabb. Az egyetlen ismert komplex (Tctex-1-dinein intermedier lanc)
kristalyszerkezetében (PDB: 2PGI, 11. dbra) az arkokba 16 aminosav hosszisagi peptid
illeszkedik. A joval nagyobb lanchosszon eloszld kotési energia eldrevetiti annak
lehetdsségét, hogy a Tctex-1 kotdszekvencidk Osszehasonlitdsa kevésbé definialt mintazatot
eredményezhet, mint az LC8-kotdpartnereké. Jelenleg az ismert partnerek motivumanak
¢lesztd kéthibrid modszerrel torténd felderitése, kolcsonhatasuk jellemzése, a komplexek

szerkezetvizsgalata zajik.
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6. Osszefoglalo

Az LC8 dinein konnytilanc egy 10 kDa tomegi konzervalt eukariota fehérje. A homodimer
LCS8 els6sorban szintén homodimer partnerekhez kotddik, stabilizalva azok dimer szerkezetét,
igy szabalyozva miukodésiiket. Az LC8 egy nyolc aminosav hosszasagu, igen valtozatos
szekvencidju linearis motivumot ismer fel. A motivumok az LC8 dimerizacios felszinen
kialakul6 szimetrikus arkokba kotédnek. Az LCS8 ismert partnereinek szama mara meghaladja
az otvenet. A kotdpartnerek igen kiillonbozo sejtélettani folyamatokban vesznek részt.

Els6 Iépésben kiilonb6z6 ismert motivumok, motivumcsaladok LC8-kotésének
termodinamikai és kinetikai jellemzdit vizsgaltuk. Megallapitottuk, hogy az LC8 két human
paralogja (DYNLLI ¢és DYNLL2) a motivumok ¢és motivumcsalddok ko6zott nem
diszkriminal, a két paralog in vitro miikodésében tehat nincs jelentds kiilonbség. Kimutattuk,
hogy a motivumok disszociacios allandéi a 750 nM-50 pM kozotti tartoményba esnek.
Feltartuk, hogy az egyes motivum-csalddok eltérd termodinamikai- és kinetikai paramérekkel
kotddnek. Bizonyitottuk, hogy a dimer formdban k&tddd motivumok az aviditds jelensége
miatt a monomer peptid kotédéséhez képest akar harom nagysagrenddel nagyobb latszolagos
affinitas értékkel is rendelkezhetnek.

Fag-bemutatas segitségével meghatdroztam a huméan LC8 (DYNLL1) termodinamikailag
optimalis kotdmotivumat, illetve a motivum egyes pozicidinak aminosav preferenciajat. A
peptideket a fagokon GCN4 leucin-cipzart felhasznilva bivalens modon mutattam be,
felhasznalva a természetben is megfigyelhetd aviditas hatast. A pozicidknak a fag-bemutatas
soran meghatarozott aminosav gyakorisag adatait felhasznalva a human proteombol kozel
szaz lehetséges LC8 partnert josoltunk. Joslasunk alapjan az EML3 és az ATMIN fehérjérol
igazoltuk, hogy valds partnere a LC8/DYNLLI1-nek.

A fag-bemutatds eredményeit felhasznilva az eddig legerésebben kotddé motivumnal
(Bmf) 10-szer erdsebb affinitasi peptidet terveztem (Kgq = 84 nM). A motivum
dimerizéladsdval egy nM alatti, latszolagos disszociacios allanddji, az LC8 kompetitiv
inhibitoraként hasznalhatd peptidet kaptam. A megnovekedett affinitds szerkezeti okat
sikeriilt megmagyarazni a monomer ¢és a dimer peptid LC8/DYNLL2-vel alkotott
komplexének kristalyszerkezetét tanulmanyozva.

Eredményeink alapjan valosziniisithetd, hogy az LC8 egy olyan csoméponti fehérje, amely
egyfajta altalanos, dimerizaciot eldsegitd szerkezeti elemként mitkddik valtozatos funkcioju

partnerek dimerképzését indukalva.
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Ugy gondolom, eredményeink hathatos segitséget nyujthatnak uj LC8 partnerek kisérletes
azonositasaban, tovabba hozzdjarulnak majd az LC8 funkcidjanak és a human interaktom

szervezésében betoltott szerepének mind pontosabb felderitésében.
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7. Summary

LC8 dynein light chain is a highly conserved eukaryotic hub protein. Its structure is
homodimeric having two symmetric grooves to bind mostly homodimeric interacting
proteins. By binding to short linear motifs having loose consensus sequence, LC8 regulates its
partners by stabilizing their dimeric stucture. There are about 50 hitherto identified LCS8
partners and this number is still on the rise. The LC8-binders are involved in different cellular
events.

First, we determined and compared the kinetic and thermodynamic binding properties of
various known sequences and binding motif families. We observed that the two paralogues
(DYNLLI and DYNLL2) do not discriminate among various motifs and motif families in
vitro. The dissociation constants ranged from 750 nM to 50 pM. Although the members of
different motif families may possess similar binding constants, they interact through
characteristically different mechanisms indicated by different thermodynamic and kinetic
parameters. Moreover, we found that the affinity of dimeric motifs — due to avidity effect —
can be increased by nearly three orders of magnitude.

I determined the thermodynamically optimal binding pattern of LC8 (DYNLLI1) via
directed evolution, namely phage display. The ndive peptide library was displayed on M13
phage in a bivalent manner using a GCN4 leucine zipper, which utilizes the same avidity
effect that occurs in nature. Based on the positional amino acid frequencies obtained from
phage display, we predicted nearly one hundred proteins from the human proteome as
potential LC8-partners. Based on this prediction, two novel partners — EML3 and ATMIN —
were chosen and validated by various in vitro experiments.

A high affinity consensus sequence was designed based on the results obtained by phage
display. The corresponding monomeric peptide has an affinity (K4 = 84 nM) ten times higher
than that of the hitherto known strongest binding motif identified in the Bmf protein.
Dimerization through a leucine zipper further increases the affinity into the subnanomolar
range. The monomeric as well as the dimeric peptides could be used as competitive inhibitors
of LC8. The high affinity of the in vitro evolved motif was explained by a structural study
using monomeric and dimeric peptide-LC8 complex crystals.

Our results suggest that LC8 could function as a universal dimerization hub protein
forming stable complexes with proteins of pleiotropic functions. Moreover, these results

significantly extend the scope of the human interactome around LC8 and will certainly shed
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more light on the biological functions and organizing role of LC8 in the human and other

eukaryotic interactomes, as well.
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9. Fuggelék
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1. fiiggelék dbra.: A megallitasos fluoreszcencia spektroszkopia soran tapasztalt kétlépéses
kotodés. Az LC8 és a kiilonbozé motivumok kézotti kélcsonhatdast az LCS 54-es triptofin
fluoreszcencia intenzitasanak valtozdasaval kovettiik megallitasos fluoreszens spektroszkopia
segitsegevel. Az A abra az nNOS motivum (232-EMKDTGIQVDRDL-244) és az LC8/ DYNLL?2
kélcsonhatasa sordan torténd fluoreszcencia intenzitas valtozast mutatja, ahol az LCS8/DYNLL2
motivum esetében kétlépéses reakciot figyeltiink meg. A B, C és D abrdik a dimer Bmf adatait mutatjak.
A pszeudo els- rendii reakcio koériilmény kezdete (LC8/DYNLLZ2 : peptid arany 1 : 5) a B, C és D
abrakon fiiggdleges vonallal vannak jelolve. A B abran lathato, hogy a kétexponencidlis illesztésbdl
(I=A€ kot 1+A,2€_]S"EZ+C ) szdrmazo elsé fazis k,u, (megfigyelt komplexképzddés sebességi
dllandoja (,,observed on rate constant”)) értéke linearis osszefiiggést mutat a peptid koncentrdcio
valtoztatasaval pszeudo elsé-rendii reakcio koriilmények kozétt. A masodik fazis k., (megfigyelt

komplexképzddés sebesség dllandoja (,,0bserved on rate constant”)) értéke azonban nem fiiggott a

peptid koncentraciojatol (C dabra). Ezen eredmények alapjan valdsziniisithetd, hogy a fluoreszcencia
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intenzitas valtozas elso fazisa soran egy masodrendi reakcio, kézvetleniil a peptid LC8/DYNLL?2
komplex kialakulasa kévetheté nyomon, mig a masodik fazis alatt egy egy-lépéses reakcio, az
LC8/DYNLL2-nek a kolcsonhatas kialakulasa soran bekovetkezo konformacio-valtozas torténik. A két
fazis soran torténd triptofan fluoreszcencia-intenzitas frakcionalis amplitudo valtozasa a D abran
lathato. Pszeudo elsé rendii reakcio koriilmények kozott az elsé fazis (e) és a masodik fazis (m)
amplitudoi a teljes amplitudo valtozasnak 70, illetve 30 %-a voltak. A kétexponencialis egyenlet
mellett Kintek explorer Pro program segitségével az adatokat globdlisan is elemeztiik a két lehetséges

legegyszeriibb modellt hasznalva; konformacios szelekcio - és az indukalt illeszkedés modellt:

Indukaltilleszkedés modell: Konformacids szelekcié modell:
L c
on I(C+i ko"
;_,4_ L == DL D == D == DL
) kC . k
-| -i off

ahol a D az alap dllapotu DYNLL2, a D’ a megnovekedett fluoreszcencia intenzitasu DYNLL2, az L a
peptid ligand, az egyes k-k a sebességi allandok. Mindkét modell feltételez egy fluoreszcencia
intenzitas valtozassal jaro konformacios atalakulast, valamint egy komplex kialakuldast. A kétféle
modell felhasznalasaval meghatarozott kinetikai dllandokat a fiiggelek 2. tablazata tartalmazza. A
konformacios atalakuldas modell felhasznadlasaval meghatarozott komplex kialakulasanak kinetikai
paraméterei (K, kcoﬂ) nagy egyezést mutatnak az indukalt illeszkedés modell felhasznaldasaval
meghatdrozott komplex kialakulasanak kinetikai paramétereihez s, kl(,f,d, azaz maga a kotodesi
atalakulas kinetikai allandoi minden motivum esetében nagy egyezést mutatnak, ezért a motivumok
dsszehasonlitasakor csak a komplex képzédés kinetikai paramétereit haszndltam fel. Osszességében a
konformdcios szelekcios modell jobban illeszkedett az adatsorokra, ezért a dolgozatomban szereplo

kinetikai adatoknal ezeket az értékeket tiintettem fel.
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Konformaéciés szelekciés modell
Partner Izoforma K (sT) StdErr | k°i(s™) | StdErr |KCon (uMs)| StdErr | KCox (s) | StdErr Il StdErr 2 StdErr 3 StdErr [K°s (M) K& [KaCs (M) KdSi  [Ke® ("M7)| Ka,eq® ("M)| Ka,eq (NM) (ITC)
Fels korlat | 6,06E-03 4,48E-03 1,12E-02 3,66E-03 5,85E-02 5,62E-02 6,50E-02
Bmf DYNLL1 | Lejobbill. | 4,26E-03 | 9,28E-02 | 2,35E-04 | 2,15E-04 | 1,04E-02 | 2,08E-03 | 2,92E-03 | 1,25E-03 | 1,34E-02 | 4,52E-02 | 5,60E-02 | 5,11E-04 | 6,47E-02 | 4,66E-05 | 3,6E-03 18,1 281 5,5E-02 | 3,4E-03 207 1050
Alsé korlat | 3,41E-03 1,88E-04 9,33E-03 1,35E-03 5,61E-04 4,91E-02 6,44E-02
Fels6 korlat | 1,66E-02 8,99E-03 2,39E-02 2,90E-03 8,84E-02 8,70E-02 9,83E-02
Bmf DYNLL2 | Lejobbill. | 1,24E-02 | 6,60E-02 | 9,35E-04 | 2,17E-03 | 2,17E-02 | 3,96E-03 | 1,85E-03 | 4,20E-03 | 4,15E-02 | 7,44E-02 | 8,68E-02 | 1,19E-03 | 9,80E-02 | 1,18E-04 | 1,2E-02 13,3 85 7,5E-02 | 1,1E-02 92 735
Alsé korlat | 9,93E-03 5,99E-04 2,06E-02 7,90E-04 2,53E-02 8,02E-02 9,78E-02
Fels6 korlat | 1,82E-02 1,08E-02 1,38E-02 1,86E-03 1,02E-01 9,95E-02 1,14E-01
dimer Bmf DYNLL2 | Lejobbill. | 1,54E-02 | 1,61E-02 | 6,44E-03 | 4,44E-03 | 1,30E-02 | 1,12E-03 | 1,13E-03 | 1,43E-03 | 9,73E-02 | 1,67E-03 | 9,48E-02 | 8,10E-04 | 1,14E-01 | 7,19E-05 | 1,2E-02 2,4 87 4,2E-01 | 8,1E-03 123 3
Alsé korlat | 1,03E-02 6,92E-04 1,17E-02 7,25E-04 3,86E-02 9,13E-02 1,14E-01
Fels6 korlat [ 1,12E-02 2,17E-03 5,85E-02 5,28E-01 4,55E-02 5,32E-02 6,03E-02
nNOS DYNLL1 | Lejobbill. | 892E-03 | 6,98E-02 | 7,09E-04 | 3,50E-04 | 4,68E-02 | 8,01E-03 | 4,22E-01 | 3,74E-02 | 2,60E-02 | 2,02E-02 | 5,30E-02 | 4,02E-04 | 6,01E-02 | 4,84E-05 | 1,1E-04 12,6 9025 | 8,0E-02 | 1,0E-04 9743 7000
Alsé korlat | 6,77E-03 3,63E-04 3,52E-02 3,10E-01 8,27E-03 5,22E-02 6,00E-02
Fels6 korlat | 1,77E-02 7,58E-03 8,24E-02 6,26E-01 9,15E-02 9,44E-02 1,07E-01
nNOS DYNLL2 | Lejobbill. | 1,59E-02 | 2,06E-02 | 3,86E-03 | 1,69E-03 | 5,84E-02 | 7,44E-03 | 4,37E-01 | 3,84E-02 | 8,34E-02 | 4,31E-03 | 9,31E-02 | 6,52E-04 | 1,07E-01 | 5,02E-05 | 1,3E-04 4,1 7485 | 2,4E-01 | 1,1E-04 9297 5410
Also korlat | 1,48E-02 1,58E-03 4,62E-02 3,39E-01 6,00E-02 9,11E-02 1,07E-01
Fels6 korlat | 2,06E-02 2,13E-02 7,30E-03 1,17E-01 1,06E-01 1,04E-01 1,16E-01
miozin 5a DYNLL2 | Lejobbill. | 1,93E-02 | 1,95E-02 | 8,35E-03 | 3,71E-03 | 6,59E-03 | 2,91E-03 | 1,03E-01 | 9,11E-03 | 9,91E-02 | 2,92E-03 | 1,02E-01 | 1,03E-03 | 1,16E-01 | 8,59E-05 | 6,4E-05 23 15607 | 4,3E-01 | 4,5E-05 22362 8850
Alsé korlat | 1,71E-02 4,27E-03 5,53E-03 6,16E-02 9,05E-02 9,59E-02 1,16E-01
Fels6 korlat | 1,59E-02 5,84E-03 4,62E-03 9,75E-04 9,41E-02 9,74E-02 1,09E-01
dimer miozin 5a | DYNLL2 | Lejobbill. | 1,08E-02 | 7,81E-02 | 9,79E-04 | 1,06E-03 | 4,02E-03 | 1,48E-03 | 7,38E-04 | 6,21E-04 | 5,98E-02 | 2,60E-02 | 9,72E-02 | 7,55E-04 | 1,08E-01 | 8,39E-05 | 5,4E-03 11,0 184 9,1E-02 | 5,0E-03 200 37
Alsé korlat | 8,53E-03 5,01E-04 3,82E-03 2,38E-04 3,85E-02 9,40E-02 1,08E-01
Fels6 korlat | 3,50E-02 7,20E-03 1,86E-02 7,29E-01 9,73E-02 1,07E-01 1,25E-01
Pak1 DYNLL2 | Lejobbill. | 2,80E-02 | 3,85E-02 | 3,69E-03 | 3,75E-03 | 1,64E-02 | 2,68E-03 | 6,41E-01 | 4,78E-02 | 8,11E-02 | 1,42E-02 | 1,06E-01 | 8,44E-04 | 1,24E-01 | 3,84E-04 | 2,6E-05 7,6 39095 | 1,3E-01 | 2,3E-05 44240 42700
Alsé korlat | 2,24E-02 1,21E-03 1,31E-02 5,12E-01 3,58E-02 1,05E-01 1,24E-01
Indukalt llleszkedés modell
Partner Izoforma Kon (UM's™)| StdErr | K'ow(s™") | StdErr Ky (s7) StdErr | Kli(s") | StdErr Il StdErr 2 StdErr 3 StdErr | K'g ("M™) K’ Ka's ("M) | Kd'i | Keg' ("M™) [ Kgeq' (M) [ Ka.eq (M) (ITC)
Fels6 korlat | 1,17E-02 3,57E-03 1,18E-03 6,16E-03 5,41E-02 6,22E-02 4,23E-01
Bmf DYNLL1 | Lejobbill. | 1,06E-02 | 2,09E-03 | 2,58E-03 | 7,88E-04 | 4,15E-05 | 1,95E-05 | 4,67E-03 | 1,27E-01 | 5,39E-02 | 1,00E-04 | 6,20E-02 | 1,18E-04 | 3,59E-01 | 4,46E-01 | 4,1E-03 | 8,9E-03 243 | 1,1E+02 | 4,1E-03 245 1050
Alsé korlat | 9,47E-03 2,06E-03 2,70E-05 2,46E-03 5,38E-02 6,19E-02 7,06E-02
Fels6 korlat | 2,36E-02 5,81E-03 1,20E-02 1,65E-02 8,38E-02 9,42E-02 2,29E+00
Bmf DYNLL2 | Lejobbill. | 2,21E-02 | 3,93E-03 | 2,03E-03 | 1,93E-03 | 7,62E-04 | 4,16E-04 | 1,14E-02 | 1,17E-01 | 8,36E-02 | 1,62E-04 | 9,41E-02 | 2,23E-04 | 1,58E-01 | 8,49E-02 | 1,1E-02 | 6,7E-02 92 1,5E+01 | 1,0E-02 98 735
Alsé korlat | 1,97E-02 1,30E-03 3,01E-05 3,31E-03 8,36E-02 9,39E-02 9,89E-02
Felsé korlat | 1,37E-02 7,74E-03 1,32E-02 9,52E-03 9,57E-02 1,09E-01 1,31E-01
dimer Bmf DYNLL2 | Lejobbill. | 1,28E-02 | 1,17E-03 | 4,67E-03 | 1,50E-03 | 8,44E-03 | 2,93E-03 | 4,95E-03 | 9,20E-03 | 9,56E-02 | 4,89E-05 | 1,09E-01 | 1,59E-04 | 1,17E-01 | 6,69E-04 | 2,7E-03 | 1,7E+00 [ 366 5,9E-01 | 1,0E-03 991 3
Alsé korlat | 1,19E-02 2,55E-03 2,77E-03 3,49E-03 9,55E-02 1,09E-01 1,15E-01
Felss korlat | 5,73E-02 6,58E-01 1,28E-04 1,17E-02 5,05E-02 5,78E-02 2,23E+00
nNOS DYNLL1 | Lejobbill. | 4,59E-02 | 7,42E-03 | 5,26E-01 | 3,98E-02 | 1,34E-04 | 3,41E-05 | 8,59E-03 | 1,01E-01 | 5,05E-02 | 3,82E-05 | 5,77E-02 | 1,42E-04 | 2,19E-01 | 1,70E-01 | 8,7E-05 | 1,6E-02 | 11473 | 6,4E+01 | 8,6E-05 11652 7000
Also korlat | 3,67E-02 4,21E-01 1,29E-05 6,88E-03 5,05E-02 5,75E-02 7,67E-02
Fels6 korlat | 7,53E-02 9,25E-01 1,22E-03 1,77E-02 9,10E-02 1,03E-01 2,17E+00
nNOS DYNLL2 | Lejobbill. | 4,82E-02 | 5,13E-03 | 5,92E-01 | 2,95E-02 | 1,88E-04 | 4,15E-05 | 1,62E-02 | 5,39E-02 | 9,10E-02 | 3,95E-05 | 1,03E-01 | 2,06E-04 | 4,98E-01 | 2,39E-01 | 8,1E-05 | 1,2E-02 | 12279 | 8,6E+01 | 8,1E-05 12422 5410
Als6 korlat | 3,86E-02 4,73E-01 3,94E-05 1,50E-02 9,10E-02 1,03E-01 1,63E-01
Felsé korlat | 7,74E-03 2,08E-01 1,05E-03 2,30E-02 1,01E-01 1,11E-01 2,31E+00
miozin 5a DYNLL2 | Lejobbill. | 6,19E-03 | 2,23E-03 | 1,66E-01 | 6,35E-03 | 1,59E-04 | 4,23E-05 | 1,99E-02 | 5,20E-02 | 1,01E-01 | 1,10E-04 | 1,11E-01 | 2,45E-04 | 6,98E-01 | 3,61E-01 | 3,7E-05 | 8,0E-03 | 26892 | 1,3E+02 | 3,7E-05 27107 8850
Alsé korlat | 5,78E-03 1,55E-01 5,04E-05 1,72E-02 1,00E-01 1,11E-01 2,07E-01
Fels6 korlat | 4,60E-03 5,32E-03 1,42E-02 9,08E-03 9,42E-02 1,05E-01 1,92E-01
dimer miozin 5a | DYNLL2 | Lejobbill. | 4,05E-03 | 1,68E-03 | 1,99E-03 | 2,28E-03 | 7,89E-03 | 7,05E-03 | 3,72E-03 | 2,25E-02 | 9,41E-02 | 9,53E-05 | 1,04E-01 | 3,00E-04 | 1,10E-01 | 1,26E-03 | 2,0E-03 | 2,1E+00 | 492 4,7E-01 | 6,5E-04 1536 37
Alsé korlat | 3,82E-03 8,18E-04 3,47E-04 7,80E-04 9,41E-02 1,04E-01 1,08E-01
Fels6 korlat | 1,85E-02 8,44E-01 8,44E-04 3,62E-02 1,03E-01 1,21E-01 4,76E+02
Pak1 DYNLL2 | Lejobbill. | 1,47E-02 | 2,53E-03 | 6,73E-01 | 3,71E-02 | 2,97E-05 | 1,24E-04 | 2,90E-02 | 7,36E-02 | 1,03E-01 | 5,47E-05 | 1,20E-01 | 4,30E-04 | 4,51E+00 | 1,98E+01 | 2,2E-05 | 1,0E-03 | 45674 | 9,7E+02 | 2,2E-05 45721 42700
Also korlat | 1,18E-02 5,10E-01 3,42E-07 2,14E-02 1,03E-01 1,20E-01 2,35E-01

1. fiiggelék tablazat: A

konformacios szelekcio— és az indukalt illeszkedés modell felhasznaldsdaval meghatdrozott kinetikai dllandok. A konformdcios

szelekcios modell esetében a komplexképzdés kinetikai dllandéi a kS, és a kCQf, a konformacios dtalakulds kinetikai dllandéi a k.; és a k<, az f1, f2 és f3 az

egyes koztitermékek fluoreszcencia intenzitisa. Az indukalt illeszkedés modell esetében a komplexképzédés kinetikai dllandéi a K., és a kluﬁr, a konformdcios

datalakulds kinetikai dllanddi a K'+; és a k', az f1, f2 és f3 az egyes kiztitermékek fluoreszcencia intenzitdsa. Minden paraméter esetében Fitspace Explorer

segitségével felsé és also korldtot hataroztunk meg.




# Szek ven cia
1 HSVAVQT E
2 LSKGTQT T
3 ISVG TQT D
4 ITRGTQT G
5 ITVS TQT E
6 VSIGIQT T
7 VSRA TQT V
8 VIKA TQT S
9 VTRA TQT S
10 VIRG TQT S
11 VTIRS TQT Y
12 VHVS TQT R
13 MSRG TQT H
14 MSRG TQT S
15 NAKW TQS S
16 NTRY TQT T
17 RTIGTQT Y
18 RIVG TQT E
19 RNAW TQT Y
20 RNVA TQT P
21 RSIATQT S
22 RSIGIQVF
23 RSVA VQT D
24 RSVS TQT H
25 KIVG TQT T
26 KIVG TQT T
27 NSKW TQS T
28 MVKW TQT R
29 RSISTQT E
30 NTVW TQT L
31 VSVG TQT E
32 RTKW TQV R
33 LPVV GQF A
34 NSKW TOS F
35 KDAW TQT L
36 VIAW TQT E
37 RDAS TQT Y
38 RDVA VQT D
39 TSRH TQT V
40 VSRA TQT Y
41 RDMW TQT T
42 RSIGTQT E
43 HSVA TQT N
44 VDAQ TQT S
45 HSIA TQT V
46 RTVG TQT S
47 VSVG VQV G
48 ISRH TQT L
49 KDSW TQT W
50 KDSW TQT V
51 INVA TQT W

B

# Szek ven cia
1 PLSRVQG S
2 GVAV IQT E
3 TARL LOD H
4 FSDN KQT N
5 TTEF I0Q0 D
6 QTTLVONR
7 PVEY FOS K
8 YGISTQQ L
9 CTTRGQC A
10 YMGG GOW A
11 IVIG SO R
12 RTLY SQP L
13 YTHD IQA H
14 LFPS TQH T
15 SQVR QQL L
16 TDGL WQE W
17 FYPA SQHA
18 ISHG FQL M
19 RATRAQAN
20 GIWVL Q0G Q
21 PTAV QQK Q
22 RRDQ TOL R
23 ILSQ WQE H
24 GLAL GOQM
25 ROPP YOW L
26 FWISEQR S
27 YWT SQA N
28 TGYLCQL F
29 VAGR AQG P
30 NLWV NQW P
31 TFPI IQS L
32 SLRV QQL L
33 VLRG GQE R
34 LTGR HOK A
35 GVYV GQE D
36 WLAG GOG R
37 QAYS GOG G
38 ELRY DQF' N
39 ALFFIQST
40 GAPARQP S
41 DYHR HQI K
42 QVSK HQD S
43 FARMPQS V
44 CLYPVQG L
45 GORD PQV G
46 GVGG YOK R
47 HRAV POA G
48 GKSL GOS M
49 GSKE'VQS T
50 MVPIRQHT
51 TAPG SQS R
52 TLRA TOM G
53 ARWR KQG Y

2. fiiggelék  tablazat:  Bivalens
XXXXXQXX kényvtar haszndlata soran
immobilizalt GST-DYNLLI targeten (A) és
immobilizalt Anti-FLAG antitest targeten
szelektalt egyedi fagklonok szekvencidi. Az
elso szelekcio sordn szelektalt fagok

szekvenciai (25) a vonal felett talalhatoak.



3. fiiggelék tdablazat.:

Ac-SRGTQTE-DYNLL2 és a GCN4
VSRGTQTE-DYNLL?2 komplexek rontgenszordasanak és modell-épitésének adatai.

leucin-cipzar altal  dimerizalt

DYNLL2 / Ac-SRGTQTE

DYNLL2 / Leu-zipper dimerized

VSRGTQTE
Data collection
Space group P2,2,2, P2:2,2;
Cell parameters
a(A) 35.6 53.8
b (A) 64.0 68.4
c (A) 151.8 101.7
oB,y (°) 90 90
Resolution (A) 151.84-1.31 (1.34-1.31)° 42.31-2.90 (3.00-2.90)
Total reflections 624141 26916
Unique reflections 81872 8273
Completeness (%) 96.0 (67.1) 94.4 (96.6)
Reym (%)° 8.0(39.3) 13.1(57.6)
</ o> 15.7 (2.9) 6.4 (1.5)
Refinement
Resolution (A) 151.84-1.31 42.31-2.90
No. reflections 77776 8271
No. of amino acids
DYNLL2 347 174
Peptide 24 85
No. of modeled non- 3625 2040
hydrogen atom positions
Average B-factor 10.5 52.8
(all atoms, A?)
Reryst (%) 12.1 25.0
Riree (%)° 15.6 29.5
R.m.s. deviation from 0.024 0.011
ideal bond length (A)
R.m.s. deviation from 1.99 1.12
ideal bond angles (°)
Ramachandran plot
(% by PROCHECK)
Most favored 90.6 92.8
Additionally allowed 8.3 6.4
Generously allowed 0.0 0.0
Disallowed 1.2 0.9
PDB reference code 2XQQ 3P8M

100



4. fiiggelék tablazat: Az XXXXXQXX konyvtar hasznadlataval josolt human LCS8 partnerek A osztalya. A

crer

crer

sorszammal jeloltem.
# UniProt kéd fehérje neve pozicidé szekvencia pont
1 Q32P44 EMAL3 HUMAN 80 VSRGTQTE 367
2 043313 ATMIN HUMAN 488 VSRETQTS 316
3 Q9Y6D5 BIG2 HUMAN 621 VSSGTQTT 311
4 Q9UPX6 K1024 HUMAN 471 SSVGTQTE 310
5 015061 SYNEM HUMAN 1253 ESVGTQTS 301
6 Q8TD19 NEK9 HUMAN 942 HSKGTQTA 293
7 Q960QB1 RHGO7 HUMAN 733 VSNSTQTS 293
8 Q12888 TP53B HUMAN 1166 VSAATQTI 290
9 094964 CT117 HUMAN 1137 ASVGTQTI 289
10 Q9HARZ2 LPHN3 HUMAN 1371 VTTSTQTE 275
11 Q6DT37 MRCKG HUMAN 712 RNVGTQTL 275
12 AQJNW5 UH1BL HUMAN 1394 VTQATQTS 274
13 Q9BWV3 CDAC1 HUMAN 16 RSVSTQTG 273
14 P46013 KI67 HUMAN 2618 VERLTQTS 272
15 Q9UPQ7 PZRN3 HUMAN 353 VDTGTQTD 272
16 Q9UPAS BSN HUMAN 1529 VAQGTQTP 269
17 Q724T9 AAT1 HUMAN 186 STVGTQTD 267
18 Q9UBYO SLOAZ HUMAN 752 REKGTQTS 266
19 Q8N7K9 YS059 HUMAN 315 LSSGTQTT 266
20 Q96RIO PAR4 HUMAN 15 LSGGTQTP 265
21 Q8IVeol GRP3 HUMAN 609 TSQATQTE 262
22 Qococ? AMRA1 HUMAN 1099 TSQGTQTL 260
23 043313 ATMIN HUMAN 806 SSVETQTS 259
24 Q8NEL9 DDHD1 HUMAN 793 TTVGTQTL 259
25 P27816 MAP4 HUMAN 799 GSKSTQTV 259
26 Q96BWS PTER HUMAN 102 ISRDTQTL 258
27 Q9H4HS8 FA83D HUMAN 404 SEVGTQTS 257
28 095267 GRP1 HUMAN 668 AHKATQTE 256
29 Q9HCD6 TANC2 HUMAN 1422 VSIGLQTE 256
30 Q4VXU2 PAP1L HUMAN 481 ANIGTQTT 255
31 094964 CT117 HUMAN 1147 VSVGLQTD 254
32 QI9NR71 ASAH2 HUMAN 77 SSTATQTS 253
33 A6NCI8 CB078 HUMAN 315 SSRNTQTL 253
34 Q6P1L5 F117B HUMAN 245 RDKATQTE 253
35 Q96T58 MINT HUMAN 3390 EAKGTQTG 253
36 Q96CKO ZN653 HUMAN 361 VAAYTQTE 253
37 Q9BYP7 WNK3 HUMAN 850 NSTSTQTS 252
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QO8NA5L4
075161
014576
002962
POC6AOQ
P15924
Q9Y4B5
Q5VWX1
P78364
QO8TDF6
014149
Q96LW1
P17844
Q8NDV7
Q8N5S3
Q6P1L5
086VQ1
015060
000013
Q9Y4F5
P37198
QO3KR37
P30305
015326
001484
Q9H4HS
P29375
099996
043313
012830
Q68DE3
Q68DE3
Q9H195
001974
08IX01
QO5JSH3
Q2M3A8
Q9ULV3
Q9UBG3
Q9UIGS
Q6ZNE9
086VQ1
P14314
Q8N7K9

IQUB HUMAN
NPHP4 HUMAN
DC1I1 HUMAN
PAX2_ HUMAN
ZGLP1 HUMAN
DESP_HUMAN
K0802_ HUMAN
KHDR2 HUMAN
PHC1 HUMAN
GRP4_HUMAN
MORC3 HUMAN
Z354B_HUMAN
DDX5 HUMAN
TNR6A HUMAN
CB073_HUMAN
F117B_HUMAN
GLCI1 HUMAN
ZBT39 HUMAN
EM55 HUMAN
K0284 HUMAN
NUP62_ HUMAN
GRM1B_HUMAN
MPIP2 HUMAN
ZMY11l HUMAN
ANK2 HUMAN
FA83D HUMAN
KDM5A HUMAN
AKAP9 HUMAN
ATMIN HUMAN
BPTF_HUMAN
K2018 HUMAN
K2018 HUMAN
MUC3B_HUMAN
ROR2 HUMAN
SFR14 HUMAN
WDR44 HUMAN
CK036_HUMAN
CIZ1l HUMAN
CRNN_HUMAN
PS1C1_ HUMAN
RUFY4 HUMAN
GLCI1 HUMAN
GLU2B_HUMAN
YS059 HUMAN

265
579
165
317
97
1948
1624
289
322
637
635
92
549
753
259
389
343
232
402
1278
59
597
51
410
2861
437
196
1881
644
2522
644
1526
163
763
695
153

424
310
11
179
197
256
393

HNAGTQTV
IVVGTQTR
YSKETQTP
NVSGTQTY
DSKDTQTR
SHRETQTE
RTMGTQTV
NSYATQTOQ
VSQGSQTE
RHAWTQTE
NTAATQTE
MTKSTQTO
VSAGIQTS
GSSATQTFE
TSGATQTT
RSIDTQTP
RSIDTQTP
VSTGIQTS
TDOQGTQTE
TSTATQTP
FSLATQTP
VAGSTQTR
VITLTQTM
LHRSTQTT
SSITTQTD
RSTTTQTD
LSTDTQTS
HAKVTQTE
SNIQTQTE
VOSSTQTL
ASNSTQTF
LVQGTQTS
SATGTQTS
ASNTTQTS
ATTGTQTL
TTKLTQTS
ITSATQTS
KQVQTQTY
GSTSTQTQ
RALGTQTP
CSSSTQTQ
KDKATQTP
LSGDTQTD
LSSETQTG

251
249
246
246
246
245
245
245
244
243
243
243
242
242
241
241
241
241
240
240
240
239
239
239
238
235
236
234
234
234
234
234
234
233
233
232
231
230
230
230
230
229
229
229

102



82 060765 Z354A HUMAN 92 TTKSTQTQ 229

83 014202 ZMYM3 HUMAN 850 KSKGSQTE 229
84 09Y4B5 K0802 HUMAN 1634 ISVGLQTE 227
85 Q7Z6E9 RBBP6 HUMAN 615 VSSGVQTA 226
86 P61571 REC1 HUMAN 64 NTKVTQTP 226
87 ATKAX9 RHG32 HUMAN 1003 ASGQTQTG 226
88 043313 ATMIN HUMAN 760 NSTETQTM 225
89 QO8TDM6 DLG5 HUMAN 837 HNNSTQTD 225
90 Q9H4HS FA83D HUMAN 386 IDAATQTE 224
91 015434 RBMS2 HUMAN 289 YORVTQTS 224
92 Q9H5J0 ZBTB3 HUMAN 198 TSRGTQPS 224
93 QococC7 AMRA1 HUMAN 1111 ONAETQTE 223
94 092817 EVPL HUMAN 1670 LSQETQTR 223
95 014157 UBP2L_ HUMAN 592 EQRSTQTR 223
96 Q2T9oL4 CO059 HUMAN 263 RNSSTQTV 222
97 Q8TECS SH3RZ HUMAN 717 TASGTQTV 222
98 Q7Z6B0O CCD91 HUMAN 17 GSGETQTT 221
99 Q5TG30 RHG40 HUMAN 89 LSTLTQTQ 221
100 QO8IXF9 AQ12A HUMAN 267 ASGDTQTP 220
101 AG6NM10 AQ12B HUMAN 267 ASGDTQTP 220
102 Q96LCH BMF HUMAN 65 EDKATQTL 220
103 Q6PJIG2 CN043 HUMAN 966 AVKATQTL 220
104 003060 CREM_HUMAN 39 AHVQTQTG 220
105 Q5VsSD8 YI029 HUMAN 66 KNTSTQTT 220

5. fiiggelék tablazat: Az XXXXXQXX konyvtar haszndlataval josolt human LC8 partnerek B osztdlya. Az
alahuzassal jelélt aminosavak eddig sem a fag-bemutatis soran szelektalt motivumokban, sem az ismert

partnerek motivumaiban nem fordultak eld az adott pozicioban.

# Uniprot kéd fehérje neve pozicié szekvencia pont
1 Q9Y2G4 ANKR6_HUMAN 613 VNRGTQTK 323
2 Q15326 ZMY11l HUMAN 393 VSVSTQTK 304
3 Q8NCP5 ZBT44 HUMAN 195 VKCGTQTS 279
4 Q99550 MPP9_HUMAN 756 KNWGTQTE 271
5 Q9Y228 T3JAM HUMAN 161 HHRGTQTK 270
6 Q03164 MLLl_HUMAN 3479 VSNFTQTV 269
7 Q772591 AKNA HUMAN 933 VSPLTQTP 268
8 Q8NDZ9 YJO017 HUMAN 196 GLRGTQTS 266
9 Q96T58 MINT HUMAN 3444 VSLPTQTA 266
10 Q9Y2X9 ZN281_HUMAN 649 LSPGTQTP 265
11 P46013 KI67_HUMAN 1648 VGKLTQTS 263
12 P46013 KI67 HUMAN 2014 VGKLTQTS 263
13 P46013 KI67_HUMAN 2857 VGKLTQTS 263
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14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55

PO1133
A4GXAS
Q15528
02M1K9
P51659
Q9HAUO
Q8TBRS5
QO8N6M8
Q5VUA4
Q96FN5
Q9ULV3
08IX15
075369
Q86UW6
Q9BVV6
Q66K89
Q6P1L5
P51788
Q9H3D4
09Y3s1
Q9Y5P3
092793
Q9UPN3
Q6ZT07
P20930
P20930
Q9UPZ9
Q8NEZ4
Q8NAAG6
Q14686
P14859
P49746
A5YM69
Q12774
09Y266
Q9UPQ9
Q9ULM2
Q96GM8
Q8NB8K9
P50542
Q03164
P43378

EGF HUMAN

EME2 HUMAN
MED22_HUMAN
ZN423 HUMAN
DHB4 HUMAN
PKHAS5 HUMAN
CS023 HUMAN
IQCF1 HUMAN
ZN318 HUMAN
KIF12 HUMAN
CIZ1l HUMAN
HOMEZ HUMAN
FLNB HUMAN
N4BP2_ HUMAN
K0586 HUMAN
E4F1 HUMAN
F117B_HUMAN
CLCN2_HUMAN
P63 HUMAN

WNK2 HUMAN
RAI2 HUMAN
CBP_HUMAN

MACF1 HUMAN
TBCD9 HUMAN
FILA HUMAN
FILA HUMAN
ICK_HUMAN

MLL3_ HUMAN
CO053 HUMAN
NCOA6 HUMAN
PO2F1 HUMAN
TSP3_ HUMAN
ARG35 HUMAN
ARHG5 HUMAN
NUDC_HUMAN
TNR6B_HUMAN
ZN490 HUMAN
TOE1 HUMAN
K1958 HUMAN
PEX5 HUMAN
MLL1 HUMAN
PTN9 HUMAN

1167
194
47
1152
196
1076
25
40
1339
562
288
147
1604
1010
675
658
106
650
39
1080
274
905
3412
455
2626
2950
464
3493
170
1199
16
603
430
430
170
653
47
350
89
74
3427
348

PSYGTQTL
VSRGTQQP
VSRATQGE
PRKGTQTS
GSRMTQTV
VSRGNQTM
RSVLTQTK
VLVETQTV
VTTSTQTK
HSDWTQTR
VPKQTQTP
LSKPTQTK
RIRATQTG
VGMCTQTE
KSIRTQTD
IIEGTQTE
PTVATQTG
ERRATQTS
MSQSTQTN
QSVPTQTA
PFKGTQTP
VPSATQTQ
EPVGTQTA
VPTATQTL
GTRHTQTS
GTRHTQTS
NSAPTQTS
NSPSTQTF
VTFPTQTR
VAAPTQTS
GNTGTQTN
MSNPTQTD
QIPGTQTE
QIPGTQTE
NYRWTQTL
ESAATQTK
QSIKTQTD
NLPGTQTS
VPSETQTS
VSRAPQTF
VLPSTQTT
RSGHTQTD

260
259
259
257
256
255
253
251
251
250
250
247
246
246
245
245
245
244
244
244
244
242
242
242
241
241
241
241
241
241
240
240
240
240
239
239
238
238
237
237
237
235
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56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97

P57723
Q8N554
012830
Q9C091
Q9ULEOQ
Q5JPB2
Q9H2F5
QO8N7K9
060741
014686
Q9H320
Q9UQN3
Q068CZ2
Q8N187
Q014679
P21333
Q96EY1
Q8IWJ2
QO9NYV4
Q8N7Y1
Q9H3P2
Q5T6F2
Q5T7WO
Q16625
P61578
QI9NS68
Q8NFAQ
096L96
Q9Y6J0
Q00975
Q8NEP4
Q9Y60Q9
015530
Q68CP9
Q6ZWK4
Q96MH7
Q5VTTS
Q6KC79
099952
Q7724V0
Q15018
Q96K76

PCBP4 HUMAN
ZN276 HUMAN
BPTF_HUMAN

GRB1L_ HUMAN
WWC3 HUMAN

ZN831 HUMAN
EPC1_ HUMAN

YS059 HUMAN
HCN1 HUMAN

MLL2_ HUMAN

VCX1 HUMAN

CHM2B_HUMAN
TENS3 HUMAN
AL2S8 HUMAN
TTLL4 HUMAN
FLNA HUMAN

DNJA3 HUMAN
GCC2_HUMAN

CDK12_ HUMAN
PRR10_ HUMAN
NELFA HUMAN
UBAP2_ HUMAN
ZN618 HUMAN
OCLN_HUMAN

REC16_ HUMAN
TNR19 HUMAN
UBP32_ HUMAN
ALPK3 HUMAN
CABIN HUMAN
CAC1B_HUMAN
CQ047 HUMAN
NCOA3_HUMAN
PDPK1 HUMAN
ARID2 HUMAN
CA186 HUMAN
CE034 HUMAN
MYOM3 HUMAN
NIPBL HUMAN
PTN18 HUMAN
ZN438 HUMAN
F175B_HUMAN
UBP47 HUMAN

234
575
1634
270
821
188
721
303
680
3968
94
82
581
116
1161
1501
375
1320
606
137
402
1018
310
300
65
405
1005
824
21
1936
104
1019
26
1201
66
535
609
641
365
684
405
523

LDPGTQTS
VHPLTQTQ
ESDSTQTT
KSGETQTD
CSNCTQTS
KHRRTQTH
PSNITQTS
PSSRTQTS
PSPSTQTP
QEPGTQTS
VSEGTQHD
TSMSTQTK
SSYSTQTW
VIPPTQTG
PSLSTQTL
NADGTQTV
IPPGTQTD
KSEHTQTV
VSVKTQVS
RSWVTQTL
VAPTTQTP
VYNKTQTF
VAAKTQTN
VSAGTQDV
NTKMTQTP
THPATQTS
ASSPTQTD
RGDGTQTA
KSHKTQTK
VSWGTQRT
KSQKTQTL
VSHGTQNR
SMVRTQTE
TMSGTQTG
EMKETQTE
CRRLTQTS
AFRDTQTS
TKVETQTE
AGSGTQTG
GSKGTQEE
DPRNTQTS
VSRITQED

234
234
233
233
233
233
233
233
232
231
230
230
230
230
230
229
229
228
228
227
227
226
226
226
226
226
226
225
225
225
225
224
224
224
224
224
224
224
224
224
224
223
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98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124

Q9HB819
Q14966
000555
096G01
Q3L8U1
Q9P1V8
Q9BYB4
0600C1
P51957
Q01804
Q772719
P78347
P49796
A4TF30
Q70CQ4
Q4AC94
QO0VF49
Q8NENI9
P54652
P17066
P11142
Q9ULH7
Q8WXR4
Q86SES
095785
016204
AGNFEN3

DJC18 HUMAN
ZN638 HUMAN
CAC1A HUMAN
BICD1 HUMAN
CHD9_ HUMAN

CN174 HUMAN
GNB1L_HUMAN
HDMCP HUMAN
NEK4 HUMAN

OTUD4_HUMAN
ZSCA2 HUMAN
GTF2I HUMAN
RGS3 HUMAN

S35F4 HUMAN
UBP31 HUMAN
C2CD3_HUMAN
K2012 HUMAN
PDZD8 HUMAN
HSP72_ HUMAN
HSP76_ HUMAN
HSP7C_HUMAN
MKL2_ HUMAN
MYO3B HUMAN
RALYL HUMAN
WIZ HUMAN

CCDC6_HUMAN
FOX1C_HUMAN

50
1250
1148
848
1584
390
14
120
708
613
124
700
116
132
430
1910
33
577
423
422
420
653
1173

210
429
65

ENEWTQTR
ISGITQTM
NPSGTQTN
VSSGTQRK
KKVKTQTS
VEEKTQTK
VLRGTQSP
VRLQTQTQ
VOLMTQTL
VLSVTQTL
VEDLTQTL
VRTPTQTN
RDEWTQTS
ADDGTQTH
LSSPTQTA
LSPQTQTA
TSPLTQTT
VSKPTQGS
PTKQTQTF
PTKQTQTF
PTKQTQTF
VSTGGQTL
NNGRTQTS
MTGKTQTS
SEVATQTW
PSPNTQTP
PIAGTQTV

223
223
223
222
222
222
222
222
222
222
222
222
221
221
221
221
221
221
221
221
221
220
220
220
220
220
220
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A

#

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50

51

Szek ven cia
HSVAVQT E
LSKG TQT T
ISVG TQT D
ITRG TQT G
ITVS TQT E
VSIGIQT T
VSRA TQT V
VTKA TQT S
VIRA TQT S
VIRG TQT S
VIRS TQT Y
VHVS TQT R
MSRG TQT H
MSRG TQT S
NAKW TOS S
NTRY TQT I
RTIGTQT Y
RTVG TQT E
RNAW TQT Y
RNVA TQT P
RSIATQT S
RSIGIQVF
RSVAVQT D
RSVSTQT H
KTVG TQT T
KTVG TQT T
NSKW TQS T
MVKW TQT R
RSISTQT E
NTVW TOT L
VSVG TQT E
RTKW TQV R
LPVV GQF A
NSKW TQS F
KDAW TQT L
VTAW TQT E
RDAS TQT Y
RDVA VQT D
TSRH TQT V
VSRATQT Y
RDMW TQT I
RSIGTQT E
HSVA TOT N
VDAQ TQT S
HSIATQT V
RTVG TQT S
VSVG VQV G
ISRHTQT L
KDSW TQT W
KDSW TQT V

INVA TOQT W

B

# Szek ven cia
1 PLSRVQG S
2 GVAV IQT E
3 TARL IQD H
4 FSDN KOT N
5 TTEF IQQ D
6 QTTL VON R
7 PVEY FOS K
8 YGISTOQ L
9 CTTRGQC A
10 YMGG GOW A
11 IVIGSQQR
12 RTLY SQP L
13 YTHD IQA H
14 LFPS TOH I
15 SQVR QQL L
16 TDGL WQE W
17 FYPA SQHA
18 ISHG FQLM
19 RATR AQAN
20 GWVL QQG Q
21 PTAV QOK Q
22 RRDQ TQL R
23 ILSQ WQE H
24 GLAL GQQM
25 ROPP YOW L
26 FWTSEQR S
27 YWT SQAN
28 TGYL CQL F
29 VAGRAQG P
30 NLWV NQW P
31 TFPIIQS L
32 SLRV QQL L
33 VIRG GOE R
34 LTGR HOK A
35 GVYV GQE D
36 WLAG GOGR
37 QAYS GOG G
38 ELRY DOF'N
39 ALFFIOST
40 GAPARQP S
41 DYHR HQT K
42 QVSK HQD S
43 FARM PQS V
44 CLYPVQG L
45 GORD PQV G
46 GVGG YOK R
47 HRAV POA G
48 GKSL GQS M
49 GSKEVQS T
50 MVPI RQH T
51 TAPG SQS R
52 TLRA TOM G
53 AAWR KQG Y

6. fiiggelék tablazat: Bivalens
XXVSRGXXXEX kényvtar haszndlata soran
immobilizalt GST-DYNLLI targeten (A) és
immobilizalt Anti-FLAG antistest targeten

szelektalt egyedi fagklonok szekvencidi.
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7. fiiggelék tablazat: A két fag-bemutatas eredményeinek Osszesitett eredményei alapjan josolt human LC8

crer

partnereket alahuzott sorszammal jeloltem.

crer

# Uniprot kéd név pozicio szekvencia pont
1 Q6P1L5 F117B_HUMAN 243 CMRDKATQTES 381
2 Q8TD19 NEK9_HUMAN 940 GMHSKGTQTAK 368
3 Q32P44 EMAL3_HUMAN 78 SLVSRGTQTET 362
4 Q86vaQ1l GLCI1_HUMAN 195 CMKDKATQTPS 362
5 Q77479 AAT1 _HUMAN 184 SKSTVGTQTDY 352
6 QI9UPX6 K1024_HUMAN 469 DTSSVGTQTEH 352
7 094964 CT117_HUMAN 1135 GLASVGTQTIR 350
8 Q8TCU4 ALMS1_HUMAN 2330 IQKDIGTQTNL 348
9 Q9BVV6 K0586_HUMAN 673 KVKSIRTQTDF 347
10 Q76G19 PDZD4 _HUMAN 65 QLVDSGTQTDI 347
11 Q9H4H8 FA83D_HUMAN 384 KAIDAATQTEP 345
12 QouPQ7 PZRN3_HUMAN 351 QLVDTGTQTDI 345
13 Q14149 MORC3_HUMAN 633 QGNTAATQTEV 344
14 Q8TDF6 GRP4_HUMAN 635 QLRHAWTQTES 343
15 Q6DT37 MRCKG_HUMAN 710 SLRNVGTQTLP 342
16 015061 SYNEM_HUMAN 1251 TEESVGTQTSV 340
17 Q9Y6D5 BIG2_HUMAN 619 STVSSGTQTTV 339
18 Q9C073 F117A_HUMAN 114 CTNDKATQTPL 339
19 Q8N1W2 ZN710_HUMAN 2 GFMDSGTQTDA 339
20 P01133 EGF_HUMAN 1165 HMPSYGTQTLE 334
21 043313 ATMIN_HUMAN 578 NMTDNQTQTID 331
22 Q9BWV3 CDAC1_HUMAN 14 AGRSVSTQTGS 331
23 Q9Y4B5 KO802_HUMAN 1622 GSRTMGTQTVQ 331
24 Q9UPAS BSN_HUMAN 1527 PMVAQGTQTPH 329
25 043313  ATMIN_HUMAN 804  QFSSVETQTSA 328
26 AOJNWS5 UH1BL_HUMAN 1392 RSVTQATQTSP 328
27 Q9H4HS8 FA83D_HUMAN 402 SVSEVGTQTSI 327
28 Q4vXu2 PAP1L_HUMAN 479 RVANIGTQTTG 327
29 Q6P1LS F117B_HUMAN 104 TSPTVATQTGA 325
30 Q9P266 K1462_HUMAN 684 RYRDQQTQTSF 325
31 043313 ATMIN_HUMAN 665 ESLDIETQTDF 324
32 Q8IX01 SFR14_HUMAN 693 RRATTGTQTLL 324
33 014576 DC1I1_HUMAN 163 VSYSKETQTPL 323
34 QI9UBYO SL9A2_HUMAN 750 HSREKGTQTSG 323
35 Q12888 TP53B_HUMAN 1164 ETVSAATQTIK 323
36 043521 B2L11 HUMAN 107 MSCDKSTQTPS 322
37 Q96LCo BMF_HUMAN 63 SQEDKATQTLS 322
38 Q2M3A8 CK036_HUMAN 4 SEITSATQTSS 322
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Q6P1L5
Q5JTZ9
043313
Q86vQl
Q8N7K9
Q15326
Q14202
Q2T9L4
Q13409
095267
P27816
Q96QB1
P51659
Q8Ivel
Q6ZNB6
Q96LW1
043313
QYUHL3
Q9H195
Q8TECS
POC6A0
Q99996
Q8lYe63
Q5H9R4
Q9Ye6VO0
A6NCI8
Q96CV9
Q67107
Qoacocy
Q9oULV3
QSH7U1
Q9UPAS5
000555
Q8N4S9
Q96T58
Q6ZMN7
Q8NF91
P24588
P20930
Q8NA54
095785
QSBYP7
060765
Q2M1K9

F117B_HUMAN
SYAM_HUMAN
ATMIN_HUMAN
GLCI1_HUMAN
YS059_HUMAN
ZMY11_HUMAN
ZMYM3_HUMAN
C0059_HUMAN
DC112_HUMAN
GRP1_HUMAN
MAP4_HUMAN
RHGO7_HUMAN
DHB4_HUMAN
GRP3_HUMAN
NFXL1_HUMAN
7354B_HUMAN
ATMIN_HUMAN
F153A_HUMAN
MUC3B_HUMAN
SH3R2_HUMAN
ZGLP1_HUMAN
AKAP9_HUMAN
AMOL1_HUMAN
ARMX4_HUMAN
PCLO_HUMAN
CBO78_HUMAN
OPTN_HUMAN
TBCD9_HUMAN
AMRA1_HUMAN
ClZ1_HUMAN
F190B_HUMAN
BSN_HUMAN
CACIA_HUMAN
MALD2_HUMAN
MINT_HUMAN
PZRN4_HUMAN
SYNE1_HUMAN
AKAP5_HUMAN
FILA_HUMAN
IQUB_HUMAN
WIZ_HUMAN
WNK3_HUMAN
Z354A_HUMAN
ZN423_HUMAN

387
661
486
341
313
408
848
269
153
666
797
731
194
607
126
90
642
100
161
715
95
1879
870
246
4760
313
269
453
1097
286
760
2659
1146
159
3388
327
8405
158
2624
263
208
848
90
1150

STRSIDTQTPG
LRLDVTTQTPL
GGVSRETQTSG
STRSIDTQTPS
NQLSSGTQTTA
RMLHRSTQTTN
EMKSKGSQTEE
TVSDKSTQTVL
VIYTKETQTPV
AVAHKATQTES
RSGSKSTQTVA
RSVSNSTQTSS
NAGSRMTQTVM
ATTSQATQTEP
TEITYTTQTDG
PKMTKSTQTQD
SASNIQTQTEE
AHADAGTQTNG
LMSATGTQTSP
VSTASGTQTVE
DRDSKDTQTRI
LEHAKVTQTEL
GSKDSSTQTDK
AMKEAVTQTDA
QSKTSVTQTHL
SEFSSRNTQTLE
NRSEIETQTEG
NSVPTATQTLM
SVTSQGTQTLA
MTVPKQTQTPD
TYADKYTQTPW
AMSSVGIQTIS
VINPSGTQTNS
GSLDRHTQTVR
SQEAKGTQTGV
QLMNASTQTDI
NLHSTETQTAG
EILDIQTQTPL
OSGTRHTQTSS
EYHNAGTQTVP
SASEVATQTWT
QINSTSTQTSN
HKTTKSTQTQD
SGPRKGTQTSP

322
322
321
321
321
321
320
319
319
319
319
319
317
316
316
316
315
315
315
315
314
313
313
313
313
312
312
312
311
311
311
310
310
310
310
310
309
308
307
307
307
307
307
307
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Q9H4HS8
Q5JRA6
Q9POWS
QONTW?7
014974

FA83D_HUMAN
MIA3_HUMAN
SPAT7_HUMAN
ZF64B_HUMAN
MYPT1_HUMAN

435
1453
270
84
875

WSRSTTTQTDM
MMDVSRTQTAT
ORIEAETQTEL
RTITSETQTIT
GSNKKETQTDS

306
306
306
306
305

8. fiiggelék tablazat: A két fag-bemutatas eredményeinek Osszesitett eredményei alapjan josolt human LCS

partnerek B osztalya. Alahuzassal jel6lt aminosavak eddig sem a fag-bemutatds soran szelektdlt motivumokban,

sem az ismert partnerek motivumaiban nem fordultak eld az adott pozicioban.

# Uniprot kdd név pozicio szekvencia pont
1 P23193 TCEA1_HUMAN 249 MAKTGGTQTDL 350
2 Q15560 TCEA2_HUMAN 247 MARTGGTQTDL 350
3 Q8IXH8 CAD26_HUMAN 1318 MMPRRLTQTGK 348
4 Q96RI0 PAR4_HUMAN 13 FSLSGGTQTPS 341
5 P49796 RGS3_HUMAN 114 PRRDEWTQTSP 338
6 QouLM2 ZN490_HUMAN 45 HGQSIKTQTDS 336
7 Q99973 TEP1_HUMAN 2507 KANTPETQTPG 335
8 Q8TCU4 ALMS1_HUMAN 3759 VESDILTQTDR 330
9 Q15326 ZMY11l HUMAN 391 EKVSVSTQTKK 326
10 Q9y3s1 WNK2_HUMAN 1078 SVQSVPTQTAT 326
11 Q4VCS5 AMOT_HUMAN 857 GSRDCSTQTER 325
12 Q99550 MPP9_HUMAN 754 IFKNWGTQTEK 324
13 075161 NPHP4_HUMAN 577 APIVVGTQTRS 322
14 Q59H18 TNI3K_HUMAN 2 NYKSRPTQTCT 318
15 Q96FN5 KIF12_HUMAN 560 RSHSDWTQTRV 318
16 Q9C091 GRB1L_HUMAN 268 GYKSGFTQTDA 318
17 A41F30 S35F4_HUMAN 130 RSADDGTQTHS 317
18 Q66K89 E4F1_HUMAN 3212 TEIIEGTQTEV 314
19 Q9Y2G4 ANKR6_HUMAN 611 PCVNRGTQTKK 313
20 A2VCK2 DCD2B_HUMAN 303 VADDEDTQTEE 312
21 Q5VUA4 ZN318 HUMAN 1337 PVVTTSTQTKI 312
22 Q96538 KS6C1_HUMAN 707 MGPTKFTQTNI 312
23 Q9Y5P3 RAI2_HUMAN 272 LHPFKGTQTPL 312
24 Q9Ye6V0 PCLO_HUMAN 3796 QFIPPQTQTES 312
25 P57723 PCBP4_HUMAN 232 PGLDPGTQTSS 311
26 Q14966 ZN638 _HUMAN 1248 DFISGITQTMV 311
27 Q5VwWX1 KHDR2_HUMAN 1084 YDNSYATQTQS 311
28 Q6PKGO LARP1_HUMAN 656 NKILIVTQTPH 311
29 Q8NEZ4 MLL3_HUMAN 194 SINSPSTQTFM 311
30 Q9Y2J4 AMOL2_HUMAN 721 GSRDGSTQTEG 311
31 Q63HNS8 RN213 HUMAN 287 KLKNPQTQTEE 310
32 Q12774 ARHG5_HUMAN 428 MTQIPGTQTES 309
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33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54

Q3L8U1
Q9Y6J0
A5YM69
Q01484
Q8N7K9
Q9NS68
QouUPQ9
QouUPZ9
Q67WK4
Q9H819
Q9ULV3
P37198
Q06265
Q5JSH3
Q77591
Q8N5S3
Q8NDz9
Q8TBR5
Q9P2P6
P37198
Q8IWJ2
Q9BXS6

CHD9_HUMAN
CABIN_HUMAN
ARG35_HUMAN
ANK2_HUMAN
YS059_HUMAN
TNR19_HUMAN
TNR6B_HUMAN

ICK_HUMAN
CA186_HUMAN
DJC18_HUMAN

ClZ1_HUMAN

NUP62_HUMAN
EXOS9_HUMAN

WDR44_HUMAN
AKNA_HUMAN
CB073_HUMAN
YJ017_HUMAN
€S023_HUMAN
STAR9_HUMAN
NUP62_HUMAN

GCC2_HUMAN

NUSAP_HUMAN

1582
19
428
2859
257
403
651
462
640
48
422
57
406
151
64
757
121
23
3635
62
931
340

KGKKVKTQTSS
SFKSHKTQTKE
VTQIPGTQTES
QDSSITTQTDR
MOFTSRTQTNE
AVIHPATQTSL
GWESAATQTKN
TGNSAPTQTSY
VKEMKETQTER
KSENEWTQTROQ
LOKQVQTQTYP
GLFSLATQTPA
NPKKIRTQTTS
DETTKLTQTSS
SRVSPLTQTPE
EKTSGATQTTV
KAGLRGTQTSD
RGRSVLTQTKH
LMMDGSTQTTV
ATQTPATQTTG
MMKSEHTQTVS
KLTTEATQTPV

309
309
308
308
308
308
308
308
307
307
307
306
306
306
306
306
306
306
306
305
305
305
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