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0SSZEFOGLALO

A viszonylag gyenge, gyorsan felbomlé fehérje-fehérje kdlcsonhatésok alapvetd szerepet jat-
szanak szamos sejtbeli folyamat finomhangolasaban. Ezek a kapcsolatok gyakran kis, kompakt
funkcionalis modulok, ugynevezett rovid linedris motivumok (short linear motifs, SLiM) altal
valésulnak meg. A SLiM-ek kis méretiik és nagyfoku flexibilitadsuk révén véltozatos molekuldris
funkcidkat tudnak ellatni: részt vesznek a fehérjék célba juttatasédban, szabdlyozzdk a fehérjék
aktivitdsat és kotédési tulajdonsagait, valamint elésegitik a makromolekuldris komplexek 6sz-
szeszerel6dését. Ugyanakkor specialis tulajdonsagaik nagyban megnehezitik kisérletes azo-
nositasukat. Eppen ezért a SLiM-medialt kdlcsénhatasok nagy részét jelenleg nem ismerjlik.
Tovabbi linedris motivumok és kdlcsénhatasainak azonositasdhoz ujfajta bioinformatikai meg-
kozelitésekre van sziikség. Jelen cikkiinkben egy olyan Uj megkézelitést mutatunk be, amely
képes egy adott linedrismotivum-koté doménhez Uj interakcids partnereket hatékonyan azono-
sitani. Modszerlinket az LC8 dinein konny(ilanc fehérje példajan keresztil mutatjuk be. Az LC8
fehérjének mar eddig is sok partnere volt ismert, de pontos feladata a mai napig nyitott kérdés.
Médszeriink segitségével nemcsak Uj tagokkal bovitettiik a partnerek listajat, de fény derilt az
LC8 egy kordbban nem ismert szerepére is egy fontos, a szervek méretét szabdlyozo jelatviteli
utvonalban is.

ABSTRACT

In cells, weak and transient protein-protein interactions play critical roles in fine-tuning diverse
biological processes. These interactions are commonly mediated by small, compact functional
modules, called short linear motifs (SLiMs). Due to their small size and highly flexible nature,
SLiMs can carry out diverse molecular functions and can be involved in targeting proteins to
specific subcellular locations, regulating the activity and interactions of proteins and aiding
the assembly of macromolecular complexes. However, their specific properties also make the
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experimental discovery of SLiMs challenging. As a result, SLiM mediated interactions are still
largely unexplored. In order to discover novel linear motif classes and their interactions, new
bioinformatic approaches are needed. In this work, we introduce a novel bioinformatic method
that enables the effective prediction of undiscovered binding partners for a given SLiM-binding
domain. The approach was applied to the dynein light chain LC8, that already has several known
binding partners but its actual function is still unclear. Our work not only presented novel LC8
binding partners, but also highlighted a new function of LC8 in the regulation of a highly impor-
tant signaling pathway controlling organ size.

Kulcsszavak: bioinformatika, fehérje-fehérje kolcsdnhatas, jelatvitel, rendezetlen fehérjék, li-
nearis motivumok

Keywords: bioinformatics, protein-protein interaction, signaling, disordered proteins, linear
motifs

LINEARISMOTIVUM-KOLCSONHATASOK

A fehérjék jelentds része mas fehérjékkel kialakitott kolcsonhatasok soran latja el
a feladatat. Ezeket az un. fehérje-fehérje kolcsonhatasokat csoportosithatjuk asze-
rint, hogy a részt vevo fehérjék milyen szerkezeti elemeikkel kapcsolédnak dssze.
A legrégebben ismert kolcsonhatési tipus a domén-domén interakcid, amely jel-
lemzden kiterjedt feliileten torténd, erds kapcsolatok kialakulasat eredményezi, €s
nagy méretl, stabil fehérjekomplexekben, valamint az enzim-inhibitor kélcsénha-
tasoknal fordul eld. Vannak azonban olyan funkciok, amelyek esetében eldnyos, ha
a kolesonhatas viszonylag gyenge, és csak rovid ideig all fenn. Ilyen atmeneti kap-
csolatok kialakitasara adnak lehetdséget a specialis globularis doménekhez kap-
csolodo linearis motivumok (Van Roey et al., 2014). A linearis motivumok (Short
Linear Motifs, SLiM) a doménekkel ellentétben csak néhany (3—10) aminosav
hosszusaguiak, és leggyakrabban a fehérjék rendezetlen — vagyis jol meghataroz-
hatod 3D-térszerkezettel nem rendelkezé — régidiban helyezkednek el. Sokféle fe-
hérje-fehérje kolcsonhatas kozvetitésében jatszanak szerepet, amelyek révén meg-
hatarozzak partneriik sejten beliili elhelyezkedését, befolyasoljak azok miikodését,
aktivitasat és élettartamat. A linearis motivumok lehetdséget adnak arra, hogy az
adott fehérje sokféle, kiilonbozo szerkezetli €s funkcioju partnerrel is kapcsolatba
keriilhessen. Ezen adottsagoknak kdszonhetden a linedris motivumok, illetve az
ezeket hordozd fehérjék a szabalyozasi és jelatviteli utvonalak kdzponti elemei.

A SLiM-ek alapvet6en eukariota fehérjékben fordulnak eld, de virusokban és
baktériumokban is irtak le motivum kdlcsonhatdsokat. A linearis motivumok
legnagyobb gytijteménye az ELM- (Eukaryotic Linear Motif) adatbazis (Dinkel
et al., 2016), amelyben jelenleg 262 féle motivumosztalyt taldlunk, melyekhez
Osszesen 197 fajban 3030 kisérletesen igazolt linearis motivum tartozik. Bar az
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adatbazis id6rdl idére boviil az Gjabb eredményekkel, még mindig messze jarunk
attdl, hogy az 6sszes eléfordulast ismerjiik: a funkcionalis linearis motivumok va-
16s szama millios nagysagrendire becsiilhetd (Tompa et al., 2014). Ez a hatalmas
szakadék a jelenleg ismert és még felfedezésre vard SliM-kolcsonhatasok szama
kozott arra vezethetd vissza, hogy a linearismotivum-kdlesonhatasok mind kisér-
letesen, mind szamitogépes mddszerekkel nehezebben vizsgalhatoak az egyéb
kolcsonhatasokhoz képest, és feltérképezésiikre csak az utdbbi idoben jelentek
meg nagyskalas kisérleti megkozelitések (Blikstad—Ivarsson, 2015).

A SLiM-ek evoluciés szempontbol is eltérden viselkednek a globularis domé-
nekhez képest. A domének altaldban nagymértékii konzervaltsagot mutatnak a
rokon fehérjék kozott, kialakulasuk f6 hajtoereje a genomduplikacio €s a rekom-
binacio. Ezzel szemben a linearis motivumokra nagyfoku evollcios plaszticitas
jellemzé: egy adott funkcidt ellatdé motivum tébb kiillonbozé fehérjében, egymas-
tol fiiggetleniil, konvergens evolucidé révén is kialakulhat. Ezen tulajdonsagok
alapjan allitottak fel az ex-nihilo SLiM evolucids elméletet, amely szerint egy
uj SLiM [étrejohet (vagy akar meg is sziinhet) random mutaciok altal (Davey
et al., 2015). Az igy kialakult motivum ezutan a kdtOpartner felszinével egyiitt
evolvalodik, pozitiv és negativ szelekcids mechanizmusok irdnyitasaval finom-
hangolva a kdlcsonhatast. Az ex-nihilo motivumsziiletés egyik érdekes példaja a
SHOC?2 gén altal kodolt fehérje (Leucine-rich repeat protein SHOC-2), amelyben
egy meghatarozott aminosav cseréje egy nem funkcionalis région beliil — gyakor-
latilag a ,,semmib6l” — alakit ki egy funkcionalis motivumot, melyen keresztiil
a fehérjéhez egy lipidmolekula kotédik. Ez a mutacio a fehérje hibas mikodését
eredményezi, mely hiba végsé soron a Noonan-szindromaval hozhat6 6sszefiig-
gésbe. A linearis motivumokat érinté mutaciok szamos egyéb betegség, tobbek
kozott a rak kialakulasaban is szerepet jatszanak (Van Roey et al., 2014).

BIOINFORMATIKAI MEGKOZELITESEK A LINEARISMOTIVUM-KOLCSONHATASOK AZONOSITASARA

Egy adott linearismotivum-koté domén kolesonhatasi partnereinek feltérképezé-
sében nagyon fontos szerepet jatszanak a bioinformatikai modszerek. A linearis
motivumokat jellemezhetjiik reguldris kifejezéssel (1/a dbra), szekvencialogoval
(1/b abra) vagy poziciospecifikus pontozoématrixszal. Mindharom modszer a kol-
csOnhatas szempontjabol kritikus poziciokban eléforduldo aminosavak leirasat szol-
galja. A pontozoématrix megadja, hogy a motivum egyes pozicidiban mekkora valo-
szinliséggel fordul el6 egy bizonyos aminosav a véletlen el6fordulashoz képest. Ez a
modszer alkalmas a szigoru definiciot ado regularis kifejezéstdl eltéré motivumok
leirasara is. Az 0j partnerek azonositasa altalaban azon az elven alapul, hogy egy
adott doménhez kot6do fehérjékben hasonld motivumok megjelenése varhato. Fon-
tos azonban, hogy a linedris motivum megléte a szekvencidban onmagaban még
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nem bizonyiték arra, hogy egy fehérje valodi kdlesonhatasi partner. Mivel a koto
régid csak néhany aminosavbol all, motivumtalalatok véletleniil is megjelenhetnek,
a human proteomot tekintve akar milliés nagysdgrendben is. Ezért a linearis mo-
tivumon alapul6 kolcsonhatési partnerek azonositasaban a legnagyobb nehézséget
az jelenti, hogy a valodi kotorégiokat kisziirjik a nagyszamu véletlen talalat koziil.

A biologiailag relevans kolcsonhatasok kisziiréséhez szamos olyan bioinforma-
tikai modszer nyujt segitséget, amelyek a fehérjék kiillonbozo tulajdonsagait képe-
sek megbecsiilni pusztan az aminosav-szekvenciak alapjan. Ilyen becsiilhet6 tulaj-
donsag példaul a fehérjék sejten beliili lokalizacidja, mely alapjan eldonthetd, hogy
az altalunk vizsgalt két fehérje valoban talalkozhat-e a sejtben. Egy masik fontos
szempont, hogy a kotérégionak a partner szamara hozzaférhetonek kell lennie,
tehat a motivum nagyobb valoszinliséggel talalhatd a fehérje rendezetlen részén,
mintsem egy globularis domén belsejében eltemetve. Ezekre a tulajdonsagokra
fehérje-térszerkezetekkel és szekvenciacsaladokkal vald Osszehasonlitas, illetve
rendezetlenségjoslas alapjan lehet kovetkeztetni. A valddi taldlatok kisziiréséhez
gyakran hasznalt egyéb tulajdonsagok lehetnek példaul a rendezetlen kotérégiok
¢s masodlagos szerkezeti elemek, illetve egyéb szerkezeti és funkcionalis tulaj-
donsagok. Végiil, de nem utolsosorban, a SLiM-ek konzervaltsagat is érdemes
figyelembe venni. A rendezetlen régiok konzervaltsagi profilja ugyanis egy speci-
alis, SLiM-re jellemzd mintazatot mutat a rokon fehérjék szekvenciaillesztésében.
Ennek sordn a motivumok szigetszertien emelkednek ki kornyezetiikhoz képest,
mivel ez a kdrnyezet sem szerkezeti, sem funkcionalis megkotéssel nem rendel-
kezik, igy altalaban szignifikans konzervaltsagot nem mutat. A szigetszeri kon-
zervaltsag alapjan tobb olyan példat is leirtak mar, amelyekben rendezetlen régiok
egy-egy motivuma a fajok széles spektrumaban mutatott szigetszerii konzervaltsa-
got, €s az igy azonositott motivumok olyan alapvetd biologiai funkciokban vettek
részt, mint példaul a DNS-replikacio vagy sejtciklus-szabalyozas.

Bar az egyes bioinformatikai modszerek hatékonysaga eltérd, ezek kombina-
cidja nagymértékben elGsegiti a biologiai relevanciaval bird linearismotivum-ta-
lalatok azonositasat (Krystkowiak—Davey, 2017). Ezaltal vizsgalhatéak egyedi
linearismotivum-kotd rendszerek is, ami nemcsak a kolcsonhatasi halozat kiter-
jesztését eredményezi, de segithet a meglévé modszerek tovabbfejlesztésében is.

AZ LC8 DINEIN KONNYULANC KOLCSONHATASI HALOZATA

Egy sokak altal tanulmanyozott, de még mindig nem teljesen feltérképezett, line-
aris motivumon alapul6 rendszer az LCS8 fehérje interakcios halozata (Rapali et
al., 2011). Az LC8 a dinein konnytilancok csaladjaba tartozik, és el6szor a dinein
motorkomplex tagjaként irtak le. A dinein motorkomplex a sejten beliili transz-
portban vesz részt, a mikrotubuldris rendszer részeként vezikuldkat és fehérje-
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komplexeket szallit. Kezdetben ugy vélték, hogy az LC8 funkcidja a szallitando
anyagok specifikus felismerése és a motorkomplexhez vald kapcsolasa. Ujabb
kutatasok azonban ravilagitottak arra, hogy az LC8 szamos, a dinein komplextdl
fliiggetlen funkcioval is bir. Részt vesz tobbek kozott kiilonbozo jelatviteli utvona-
lakban, valamint a sejtosztodas és az apoptozis szabalyozasaban. Az LC8-at ezért
ma mar kdzponti (hub) fehérjeként tartjak szamon, amely mas fehérjék dimeriza-
cidjaban és a dimerek stabilizalasaban vesz részt. Az LC8 maga is homodimer-
ként latja el feladatat. A dimerizacié soran két parhuzamos kotéarok jon létre,
ahova a kotopartnerek rendezetlen régidiban talalhato linearis motivumok ko6tdd-
nek. A kapcsolddas soran a motivumok rendezetté valnak, és f-szal konformaciot
vesznek fel (I/c dbra). Jelenleg mintegy hatvan LC8-kdtémotivumot tartalmazo,
kiilonb6z6 biologiai folyamatokban részt vevd partnert ismeriink, melyek nagy
része ,,JQT-"motivumot tartalmaz (1/a abra). Az LCS8 fehérje altalanos funkcioja
alapjan feltételezhetd, hogy szamos tovabbi partnere van még, melyek azonositasa
fontos lehet a kiilonb6z6 bioldgiai folyamatok jobb megértésében.

APX[KRIXTQT | C

1. abra. Az LC8 fehérje kolcsonhatasi partnereiben talalhaté motivumok leirasa.

A: Regularis kifejezés. A hét aminosavbol allo szekvencia elsé helyén nem fordulhat elé
prolin (P); a 2. és 4. pozicioban talalhato ,,x” tetszéleges aminosavat jeldl; a 3. pozicioban
lizin (K) vagy arginin (R) talalhato; az utolsé harom helyen pedig csak treonin (T), glutamin (Q)
¢s treonin (T) fordulhat el6. B: Szekvencialogd. Az egyes pozicidkban a betiik mérete aranyos
az aminosav el6fordulasi valosziniiségével. C: Két LC8 monomer (kiilonboz6 arnyalata
sziirkével jelolve) altal kialakitott ktézsebben az EML3 fehérje kanonikus LC8-kdtémotivuma
talalhat6 (PDB kod: 2XQQ).

Munkank soran azt a célt tiztiik ki, hogy tovabbi LC8-kdt6partnereket azonosit-
sunk. Irodalmi adatokat gytjtve létrehoztunk egy adatbazist, amely a korabban
kisérletesen igazolt LCS8 partnerek kotémotivumait tartalmazta. Ezeket felhasz-
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nalva elkészitettiink egy poziciospecifikus pontozématrixot, s 6sszegyjtottiik a
lehetséges motivumokat human proteomban, melyek azonban még mindig nagy
szdmban tartalmaztak fals pozitiv talalatokat. Az ismert LC8 partnerek tulajdon-
sagai alapjan eldallitottunk egy olyan sziirési kritériumrendszert, amely a sok
milli6 talalat koziil nagy megbizhatosaggal képes kiszlirni a valodi LC8-koto-
motivumokat. Ehhez létrehoztunk egy dontési fat, és bevezettiink egy 1) méro-
szamot, ami alapjan meg tudtuk hatarozni az optimalis sz{irési tulajdonsagokat
erre a rendszerre. A kapott kritériumok alapjan azonositottuk azokat a sejt bel-
sejében el6forduld, nem globularis doménben talalhatd, a fehérjék rendezetlen
részein elhelyezkedd motivumokat, amelyek a pozicidspecifikus pontozomatrix
alapjan kedvezé értékeket kaptak. Erdekes modon szamos mas tulajdonsag az is-
mert LC8-motivumoknak csak egy részhalmazara teljestilt, és nem tudtuk sziirési
kritériumként felhasznalni. Ilyenek voltak a motivumon beliili és annak kornye-
zetében talalhato szerkezeti elemek vagy a rendezetlen kotorégio megléte. A mo-
tivumkonzervaltsag viszont fontos sziirési kritérium volt, amely az evoltciosan
kozeli fajokra alkalmazott konzervaltsagi tulajdonsagra épiilt.

Vizsgalataink eredményeképpen 72 0j potencialis human koétdpartnert azono-
sitottunk, melyek alapjan az LC8 egy eddig nem ismert szerepére is fény de-
riilt (Erd6s et al., 2017). Az eredményeink alapjan az LC8 kapcsolatba 1ép az un.
Hippo jelatviteli ttvonal két elemével: az angiomotin és a WWC-fehérjecsalad
tagjaival. A Hippo-tutvonal a szomszédos sejtek altali kontakt gatlas kovetkez-
tében, valamint a sejteket ér6 mechanikai hatasokra aktivalodik. Miikodésével
gatolja a sejtosztodast eldsegitd €s a programozott sejthalalt gatld gének atirasat
szabalyozo fehérjék mikodését, ezaltal kontrollalja a sejtek és szervek noveke-
dését (Yu—Guan, 2013). Az angiomotin és WWC-fehérjék kozos tulajdonsaga,
hogy allvanyfehérjeként (scaffold) miikédve szdmos fehérjével alakitanak ki
kolcsonhatasokat SLiM-eken keresztiil, és interakcios platformot biztositanak a
jelatvitelt elindito és szabalyozo fehérjéknek. Emellett az angiomotin fehérjecsa-
lad tagjai végrehajto (effektor) funkciot is betdltenek azaltal, hogy megkotik a
sejtosztodas folytatasanak szabalyozasaban részt vevd fehérjekomplexek egyes
tagjait. A WWC-csalad tagjaiban kettd, az angiomotin csaladban egy LC8-ko-
tomotivumot azonositottunk, amelyeket kisérletesen is igazoltunk (Erdés et al.,
2017). Evoluciés vizsgalataink ramutattak arra, hogy a WWC-csalad fehérjéinek
két kdtémotivuma erds konzervaltsagot mutat az eukariota fajok széles korében,
ezzel szemben az angiomotin fehérjecsalad motivuma csak a gerincesek kozos
Oséig kovethetd vissza. Ezek az eredmények alatamasztjak az LC8 fehérjével valo
kolcsonhatas fontossagat, de ramutatnak arra is, hogy mig a WWC-fehérjék a
Hippo-utvonalban univerzalis szabalyozoként vesznek részt az eukaridta fajok
tobbségében, addig az angiomotinok megjelenése valoszintileg csak késdbbi,
gerinces ,.talalmany” lehet. Az LC8-fehérje Hippo-utvonalban betdltdtt szerepe
ezeknek az eredményeknek a tiikkrében sem teljesen tisztazott még. Valoszinlisit-
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heté azonban, hogy az angiomotin és WWC-fehérjék dimerizacidjaért, és a di-
merek stabilizalasaért felelds, ezaltal egy 1j, eddig nem ismert finomhangolési
lehetdséget teremthet a Hippo jelatviteli tvonalban.

KONKLUZIO

A linearis motivumok alapvetd biologiai folyamatok szabalyozdsaban vesznek
részt, de kolcsonhatasaik még nagyrészt feltaratlanok. Az LC8 linearismoti-
vum-kotd fehérje példajan keresztiil bemutattuk, hogyan lehet bioinformatikai
megkozelitésbol kiindulva 11j kdtémotivumokat azonositani, amelyek nemcsak a
kolcsonhatasi haldzatot bovitik, de tovabbi vizsgalatokra érdemes, izgalmas 1]
funkciot is felvetnek. Bar a pontos sziirési kritériumok részben specifikusak erre
arendszerre, a kidolgozott protokoll hasznalhaté tetszdleges linedrismotivum-ko-
t6 domén esetén. Ennek kulcsa a dontési fa és a hozza kapcsolddd mérdszam,
amely lehet6ve teszi az optimalis szlirési feltételek meghatarozasat. Eredménye-
ink ramutattak arra is, hogy a motivumok konzervaltsaga rendkiviil informativ
a biologiailag relevans kdlcsonhatasok azonositasara. Ezt technikai okok miatt
nehéz kiaknazni, ezért nagy sziikség van a jelenlegi megkdzelitésnél sokkal haté-
konyabban miikod6 mddszerekre. A nagyskalas kisérleteket kiegészitve a bioin-
formatikai vizsgéalatok nagyban hozzéjarulhatnak a linedrismotivum-rendszerek
feltérképezéséhez, és ezaltal annak megértéséhez, hogy ezek a viszonylag gyen-
ge, tranziens kolcsonhatasok hogyan jarulnak hozza a sejten beliili dinamikus
szabalyoz6 folyamatok komplex rendszeréhez.
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