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Az interaktomika célja a sejtek szévevényes
kolcsbnhatasi  haléjanak feltarasa, hogy
ezaltal fényt derithessiink alapvetd b|olog|a|
mechanizmusokra. A hagyomanyos interak-
tomikai moédszerek azonban csak kvalitativ
betekintést nyljtanak a sejtes halézatokba,
mivel nem képesek meghatarozni a
modellezéshez sziikséges biofizikai para-
métereket. Az Ujgeneracios interaktomika
ma mar példatlan pontossaggal képes
meghatarozni ezeket a parametereket, és
segitségikkel feltarhatbak a  komplex
bioldgiai folyamatok kritikus komponensei.
Jelen munkaban bemutatjuk a klasszikus
modszerek korlatait és 6sszehasonlitjuk az
elmalt  években megjelent innovativ
technikakat, melyek a korabbi kihivasokat
hivatottak lekizdeni. Részletezziik tovabba
legujabb, nagy ateresztéképességl biofizikai
modszereinket, amelyek mind az Uugy-
nevezett ho/dup technikan alapulnak, es

amelyek lehetévé teszik a biofizikai
paraméterek kvantitativ térképezését akar a
teljes proteomon. Példakkal illusztralva

megmutatjuk, hogyan hasznalhatéak ezek a
technikak kilonféle kulcsfontossagu bioldgiai
kérdések megvalaszolasara, mint a bioldgiai
halézatok architektdrajanak feltarasa és a
betegségekhez kotheté haldézati  elemek
azonositasa. Ugy véljik, hogy ezek az U(j
eszk6zok hamarosan lehetévé fogjak tenni a
biolégiai rendszerek pontos modellezését,
mélyebb betekintést engedve seJtes
mechanizmusokba.
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Interactomics aims to decipher our cells'
intricate web of interactions to shed light on
fundamental biological mechanisms. How-
ever, traditional interactomics approaches
provide mainly qualitative snapshots of
cellular functions failing to precisely capture
the biophysical parameters needed for
accurate interaction network modeling. New-
generation interactomics can now determine
these parameters with unprecedented
accuracy and can uncover critical factors in
complex biological processes. In this work,
we explore the Ilimitations of classical
methods and compare new strategies that
have emerged in the past years to overcome
these challenges. We present our recent
high-throughput biophysical interactomics
methods, based on the so-called holdup
technique, which enable the comprehensive
determination of quantitative parameters
across the proteome. Through examples, we
show how these techniques can answer key
biological questions, such as decoding the
fundamental architecture of biological
networks and identifying key components
linked to disease. We believe that these
revolutionary tools will soon allow the precise
modeling of biological systems, providing
deep insights into cellular mechanisms.
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A sejtjeinkben zajl6 folyamatokat a jelenlévd molekuldk nem-kovalens, atmeneti kélcsonhatasai
iranyitjak. Ahhoz, hogy megértsiik hogyan m(ikédik egy sejt, minél pontosabb képet kell

kapnunk ezen molekuldk koélcsénhatasi haldzatardl.

A molekuldk kolcsdnhatasait nagyskalan

vizsgald tudomanyterilet az interaktomika. Noha a klasszikus interaktomika mar tébb tizezer
interakcid jelenlétét sikeresen feltarta, véleménylink szerint nem alkalmas nagyfelbontasu és

reprodukalhaté adatot szolgaltatni
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sejtjeink mikoddésének megbizhatdé modellezéséhez.
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Osszehasonlitva a jelenlegi klasszikus interaktomikai adatbazisokat, azokban minddssze 25%
atfedést talalunk a mar leirt interakcidk kozott [1]. Ebben az 6sszefoglald cikkben részletezziik,
hogy mik az okai ennek a kllonbségnek, és bemutatjuk, hogy az Gjgeneracios interaktomikai
technikdk, mint példaul az altalunk fejlesztett kilénféle G4n. holdup alapi mddszerek hogyan
képesek megoldast nyujtani a klasszikus interaktomika problémaira, és hogy milyen Uj
dimenzidkat nyithatnak ezek a kutatdk szamara a jovében.

Az interaktomika modszertara hosszu évtizedekig viszonylag valtozatlan maradt és a klasszikus
interaktomika |ényegében két f6 modszer tipusra épullt. Az els6é valdéban interaktomikai
modszerek a kettOs-hibrid tipusu rendszerek voltak, mint példaul az éleszt6 kettés-hibrid, ahol
a megfelel6 cimkékkel ellatott interakcids partnereket ugyanabban a sejtben fejezziik ki és az
interakcio létrejotte egy riporter gén expresszidjdhoz vezet [2]. A moddszer adaptdlhatéd
nagyméret(i kombinatorikus kényvtarakra is, lehetévé téve az interakcidk feltérképezését akar
a teljes fehérjekészleten (Un. proteom-szint(i vizsgalatok) [3]. A masik f6 mddszer tipus az
ugynevezett pulldown, avagy lehlzasos kisérletek [4]. A pulldown kisérletek Iényege, hogy egy
csali molekulat specifikusan kihorgonyzunk egy szilard hordozéra, ami altalaban egy valamilyen
madon funkcionalizalt agardz gyanta, majd mosasi |épéseket kovetben a csalival egyltt feldlsult
fehérjéket, azaz a prédakat, azonositjuk. A modszer legklasszikusabb képvisel6je az
immunoprecipitacio, amely soran egy antitesttel funkcionalizalt gyantat hasznalunk, hogy a
sejtkivonatbdl az antitest altal felismert fehérje kolcsénhatd partnereit azonositsuk. Mivel
minden egyes csali esetén kulon antitestre lenne szikség az immunoprecipitacid
kivitelezéséhez, ez a mddszer alkalmatlan proteom-szint(i interaktomikai munkakhoz. Ezt a
korlatot kiklszobdlvén fejlesztették ki az tomegspektrometria-kapcsolt affinitas tisztitast
(affinity purification, coupled to mass spectrometry, AP-MS), ahol a csalifehérjéket egy adott
cimkével ellatva fejeznek ki a sejtben és a prédakat tomegspektrometria segitségével
azonositjak, lehetévé téve a nagyskalas interaktomikai kisérletek elvégzését [5,6].

1. tablazat
Kisérlet Mit mér? Fébb limitdcio
P Fehérje parok kozti intrinzik |A fehérjék koncentracidja és a
kettds-hibrid it 5 i ; . -
kélcsonhatast kolcsdnhatasok detekcids hatara ismeretlen
Csali fehérjén keresztiil A mosasi lépések nagymértékben
pulldown kikot6do fehérjék befolyasoljak
mennyiségét a komplexek mennyiségét
Egylitt szeparalhaté Szamos tranziens komplex a ko-frakcionalas

ko-frakcionalas .. ] P s
fehérjekomplexeket azonosit |soran disszocial

Csali kérnyezetében
el6forduld fehérjéket
azonositja

Csalihoz kot6dé peptid
ligandumokat azonositja
Csali interakci6inak intrinzik
affinitasat

proximitas
jeldlés

Sok fehérjét partnerként azonosit, akik csak
hasonléan lokalizalédnak

fag-bemutatas Tisztitott csali fehérje szlikséges a méréshez

holdup Tisztitott csali fehérje sziikséges a méréshez

Mindkét mddszer ugyanolyan tipusu eredményre vezet, egy listat kapunk azokrdl a fehérjékrdl,
akik ,kotnek” egy bizonyos masik fehérjéhez, illetve jo esetben egy listat azokrdl a fehérjékrol
is, akik ,nem koétnek”, egy bizonyos detekcios kiiszobérték mellett. De mit is jelent az, hogy
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.KOt” vagy ,nem ko6t”? Noha a két modszer esetén ugyanazt a kifejezést alkalmazzuk az észlelt
interakciokra (A koti B-t, vagy A nem koti B-t), a két f6 interaktomikai moddszertipus
természetikben eltér6 eredményeket szolgaltat [7] (1-es tablazat). Egyrészt, mig a kett6s-
hibrid tipusua kisérletek csupan a direkt interakcidokat mutatjak ki, addig a pulldown tipusu
kisérletekkel olyan indirekt kdlcsonhatasok is detektalhatéak, amik egy harmadik félen keresztul
tudnak létrejonni. Masrészt, a két moddszer az interakcidk mas tulajdonsagait méri. A
makromolekulak interakcidi déntéen reverzibilisek, gyenge koétési allanddokkal és gyors kotési
kinetikaval rendelkeznek. Ennek kovetkezményeképpen a legtobb sejtes interakcid6 nem
sztéchiometrikus, hanem a toémeghatds torvénye hatarozza meg a létrejové komplexek
partnerek koncentracidja nagyjabdl allandd értéken van tartva, és a riporter gén expresszio attdl
flgg, hogy ebben a koncentracid tartomanyban létre tud-e jonni komplexképzddés. Ezaltal, ezek
a tipusu kisérletek leginkabb az interakcidk intrinzik tulajdonsagait vizsgaljak. Ilyen intrinzik, a
molekuldk természetébdl fakado tulajdonsag példaul az affinitdsuk egymassal szemben. Ezzel
szemben a pulldown kisérletek a komplexek mennyiségét probaljak meghatarozni, ami egy
extrinzik, azaz az intrinzik tulajdonsagok altal befolyasolt, de idében, térben és mas kilsé
paraméterek mellett valtozd tulajdonsdg. Eppen ebbdl a sajatsdgbdl is fakaddan a
tomegspektrometria-kapcsolt affinitas tisztitdas mdodszere kevésbé reprodukalhatd, nagyban filigg
az adott sejtkivonat tulajdonsagaitdl, valamint a mosasi |épések intenzitasatdl. Sajnos, altalaban
egyik modszer esetén sincs informacionk a detekcids kiszobértékrdl, mely folott az adott
interakciot létez6nek tekintjiuk (legyen akar szd affinitdas klszobértékrdl vagy a komplex

e 7.

nem képesek pontos képet adni ezekrdl a kulénféle interaktomikai tulajdonsagokrol.

Ujgeneracios interaktomikai médszerek

Az elmult évtizedekben szamos (j interaktomikai modszer latott napvilagot, melyek igyekeztek
orvosolni a klasszikus interaktomika fentebbi hidanyossagait. Ezek koézll négy olyan moddszert
emellink ki, amelyeket a leginkabb izgalmasnak tartunk, és amelyek hasznalata egyre szélesebb
kdrben terjed el a terileten.

A ko-frakcionalasi kisérletek sordn a sejtkivonatot egy elvalasztastechnikai eljarassal
frakcionaljuk, mint példaul ioncserével vagy gélfiltralassal, majd a kulonféle frakcidkat
tdmegspektrometria segitségével azonositjuk [8]. A mddszer elve, hogy az adott komplex
komponensei egyiitt szepardlédnak aranyosan a komplexek (extrinzik) koncentracidival. Példaul
A és B molekula tobb cslicsban jelenhet meg egy gélfiltracié soran, ahol az 6sszes komplex
cslicsban mind az A es B molekula is jelen van, ezaltal a fehérjék ellcios profiljai korreldlnak. A
maodszer f6 elénye, hogy egyetlen méréssorozat képes a teljes interaktomrdl egy globalis képet
adni, a f6 hatranya pedig, hogy a fehérjék ellcids profiljabdl nem trivialis az egyes direkt, vagy
akar indirekt interakciok azonositasa, illetve, hogy szamos ismert komplex nem marad stabil a
frakcionalas kortlményei kozott.

A pulldown-alapu médszerek egyik nagy hatranya, hogy soklépcs6s mosasi Iépések szlikségesek
ahhoz, hogy a hattér proteombdl kiemelkedjenek a tényleges partnerek. A fehérje-fehérje
interakciok gyors kotési kinetikdja miatt viszont ugyanezek a mosasi |épések drasztikusan
csOkkentik a kikotodott fehérjék mennyiségét, mivel a partnerek folyamatosan disszocialnak. Ezt
a kritikus problémat kiiszobolik ki a proximitas jelolési mddszerek (angolul Proximity Labeling
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Assays), mint a BioIlD vagy az APEX [9]. Ezeknél a mddszereknél a csalifehérjét egy olyan
enzimmel cimkézzik fel, ami a sejteken belil képes a kdzvetlen kdrnyezetében talalhatd tovabbi
fehérjéket kovalensen megjel6lni egy specifikus funkcidés csoporttal. Ez a funkcids csoport
rendszerint a biotin, vagy mas olyan molekula, amit lehetséges kvantitativan szeparalni
sejtkivonatokbdl a lassu disszociacios ratajanak és eros affinitasanak készénhetéen. A mddszer
f6 hatranya, hogy a legtobb azonositott partner nem direkten kot, csupan a csali fehérje
kérnyezetében volt talalhatd. Tovabba, mivel a jel6lési reakcid hosszl id6n keresztll zajlik, a
kapott szignal az id6 soran felgylleml6 molekuldk mennyiségével aranyos, ezért a proximitas
jeldléssel kapott interaktomok kvantitativ értelmezése nehézkes.

A holdup maédszer alapjai
1. Gyanta telitése a csalival: ~10 uM

Csali: fehérje, peptid, DNS, RNS,
kismolekula...

e o[] Préda: tisztitott fehérje, tisztitott
«?-ﬁ peptid, fehérje keverék, peptid
------- keverék, sejtkivonat...

as az egyensuly eléréséig:

15 perc—2 éra

4. Elvalasztas és kvantifikalas:

Elvalasztas: rovid centrifugélassal vagy
szliréssel

222,
 — - Kvantifikalas: barmilyen analitikai médszer
29 ,’ gél, kapillaris elektroforézis, fluoreszcencia,
= ®  tdmegspektrometria, dot blot, ELISA...
5. Affinitas kalkulacio
Bl=1- X K.= Ccsali - Ccsali * Bl
2 d BI

1. dbra. A holdup médszer alapjai. A holdup egy 8sszehasonlité kromatografias retencids eljards, mely a vizsgalt

reakcidpartnerek teljes és nem Kkététt koncentracidjat méri egyensulyi allapotban, melynek ardnya egyenstlyi
disszociaciés, allandova konvertalhatd. A mddszer ~alkalmazdsa soran valamilyen szilard gyantat kontroll es
csalimolekulakkal telitink, melyek lehetnek fehérjék, DNS, RNS, vagy akar kismolekula. Ezutdan ezt a gyantat
Osszekeverjik egy préda feherJet tartalmazd oldattal (fragmentom/kal holdup esetén ez tisztitott fehérje, mig nativ
holdup esetén ez sejtkivonat), majd inkubaljuk az egyensuly bealltaig. Ezutan gyorsan szeparaljuk a szildrd és folyadék
fazist, és valamilyen analitikai médszer segitségével szamszerisitjik a folyadék fazisban maradt potencialis préda
feher]eket A kontroll és csali-szaturdlt gyantaval kapott értékek Osszehasonlitasdval megkapjuk a kététt frakcid
értékeket (binding intensity, BI), melyeket az egyensulyi kétési egyenlettel kbtési allanddkka (K,) alakithatunk.

Konzervativ becslések szerint a fehérje-fehérje interakciok kdzel 80%-a motivumokon keresztul
torténik. Motivumoknak nevezziik azokat a rovid fehérje fragmenseket, amik rendezetlen
regidkban fordulnak el6 és képesek mas rendezett fehérjékkel, fehérjerészekkel kdlcsonhatni. A
motivum-alapu interakciék vizsgalatdban a fag-bemutatds (angolul phage display) egy
kiemelked6en fontos interaktomikai modszerré valt napjainkra [10]. Ezekben a kisérletekben
bakteriofagok felszinén mara lehetségessé valt olyan méretli peptidkonyvtarakat bemutatni,
amik képesek lefedni az 6sszes rendezetlen human fehérje régiot, egymassal atfedé 15-mer
szakaszokban. Ezeket a fag konyvtarakat egy hordozéra kikotott tisztitott csali fehérjével
O0sszekeverve tulajdonképpen egy pulldown Kkisérletet lehet Kkivitelezni, ami kvalitativan
azonositani tudja azokat a potencialis motivum szekvencidkat, amik a csali fehérjéhez kotédni
tudnak, tehat mérheto intrinzik affinitassal rendelkeznek.

Végul, az altalunk tovabbfejlesztett Un. holdup-alapi moddszerek megoldast jelenthetnek a
klasszikus interaktomika csaknem minden korabbi problémajara [11]. A holdup kisérletek
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nagymértékben hasonlitanak a pulldown kisérletekhez, mivel mindkét esetben egy szilard
hordozdra kikotott csali fehérjét keverlink 6ssze egy oldatbeli analit molekulaval vagy molekulak
halmazaval. Azonban a holdup esetén ennek a csali molekuldnak a mennyisége
nagysagrendekkel nagyobb, mint egy tipikus pulldown esetén, mely lehet6vé teszi gyenge
kblcsbnhatasok vizsgalatat is. Mivel a csali mennyisége a reakcidelegyben minden esetben
nagyobb, mint a préda molekulak ¢sszemennyisége, ezért nincs kompeticié az elérhetd csali
molekuldkért a prédak kozott, ezzel biztositva az interakcidk kvantitativ karakterizalasat. A
pulldown esetén hasznalatos mosasi |épések helyett, melyek rendszerint eltliintetik a tranziens
interakciokat, a holdup esetén azt mérjik, hogy a kotési egyensuly kézelében mekkora része
tlinik el az analit molekuldnak az oldatfazisbdl a kontroll kisérlethez képest, ahol nem volt
kikotve a csali molekulank a szilard hordozora (1. abra). A mosasi Iépések hianya és az utolso
|épésben az oldat- és szilardfazis gyors szeparacidéja miatt a kotési egyensuly mindvégig
megmarad, igy egy egyszer( kotési egyenletet hasznalva ez a mért relativ analit koncentracid
atalakithatd intrinzik egyensulyi kotési allandovéa a csali molekula koncentraciéjanak
ismeretében.

Kvantitativ interaktomikai térképezés holdup-alapi moédszerekkel

A holdup kisérleteket eredetileg Gilles Travé és munkatarsai irtdk le a 2000-es évek kozepén és
azota mar kozel egy tucat kézleményben hasznaltdk mar a mddszert valamilyen formaban. [11-
16, a teljesség igénye nélklil]. Kiemelendd, hogy a technika észszer(isége okan tobb helyen is
fuggetlenul kidolgoztak hasonlé alapokon nyugvé modszereket, mint példaul Martinek Tamas
fo tipusat érdemes bemutatni. A fragmens-alapu holdup kisérletek lehetévé teszik nagy
mennyiségl fehérje-peptid tipusu interakcid biofizikai tanulmanyozdsat. Ezekben a
kisérletekben biotinalt peptideket immobilizalunk sztreptavidin gyantan és ezt keverjik 6ssze
egy tisztitott fehérjét tartalmazdé oldattal, és a kotési egyensuly eléréséig inkubaljuk a
reakcidelegyet. Az inkubalast kovet6en egy gyors szlréssel elvalasztjuk az oldatfazist és a
kihasznalva kovetjik. Ezekkel a kisérletekkel, amik akar 384-es formatumu mikrolemezeken is
elvégezhetbek, akar napi tobb tizezer affinitds mérhetd mas biofizikai mddszerekhez hasonlatos
pontossaggal és precizitdssal [14]. A nativ holdup kisérlet ezzel szemben annyiban tér el, hogy
a gyantara kotott csalit nem egy tisztitott fehérjét tartalmazé analittal, hanem teljes
modszerekkel hatdrozzuk meg, mint példaul Western blottal vagy témegspektrometridval [15].
Ezzel a moddszerrel egyetlen kisérlet (reakcidcsd) elvégzésével tobb ezer latszolagos affinitas
mérést lehet egyidében végrehajtani (latszélagos, mivel a kotési mddot feltételeznilink kell),
raadasul az 6sszes analit fehérje teljes hosszlsagu és kozel nativ allapotu.

A holdup alapu moddszereknek két f6 elénye van a tobbi interaktomikai mddszerrel szemben.
Egyrészt, lehet6séget adnak a proteom-szint( biofizikai kotddési allanddék mérésére. Ahogy a
nevik is sugallja, ezek valdban intrinzik fizikai allanddk, ami drasztikus javulast eredményez a
reprodukalhatésagban a klasszikus interaktomikai moddszerekhez képest. Masrészt, mivel
nincsenek mosasi |épések a kisérletben, még a leginkabb tranziens, gyenge affinitasu
interakciok sem vesznek el, meghokkentéen mély interaktomikai betekintést engedve ezen
interakciok halézatdba. A molekularis interakciok biofizikai karakterizalasat leggyakrabban
draga, anyag és ml(iszerigényes modszerekkel lehet elvégezni, mint példaul kalorimetria vagy
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felszini plazmon rezonancia. Ezzel szemben, a holdup egyetlen pipetta és egy centrifuga
segitségével elvégezhetd, és az analitikai mddszer is szabadon valaszthatd. Ebbdl kévetkezben
a holdup alapu modszerek széles kérben hozzaférhetbek és reményeink szerint egy Uj korszakot
nyithatnak az interaktomikaban.

Betekintés bioldgiai mechanizmusokba a holdup segitségével

Mint korabban emlitettik, a holdup moddszereket mar szamos bioldgiai mechanizmus
vizsgalatara hasznaltak korabban. Itt szeretnénk bemutatni a legujabb és legizgalmasabb
eredményeinket, melyek olyan néz6pontbdl képesek betekintést nyujtani a halézatokba, ami
mas maddszerekkel jelenleg nem lehetséges.

A domén-motivum halézatok sajatossagainak megismerése a fragmentomikai holdup
segitségével

A PDZ (postsynaptic density-95, discs-large, zona occludens 1) domének egy népes, fehérje-
fehérje kolcsonhatast koordinald doméncsalad, melyek szamos jelatviteli folyamatban toltenek
be fontos szerepet, példaul a fehérje transzportban, polarizaciéban, a sejtek metabolizmusaban,
vagy éppen a sejt-sejt kommunikacidban. A human proteom 130 PDZ domént tartalmazé
fehérjébdl és az ezekben megtaldlhatd, dsszesen 266 PDZ doménbdl all, valamint kézel 5000
lehetséges PDZ ko6té motivumbol (PBM-bél), amelyek rendszerint a partner fehérjék extrém C-
terminusan helyezkednek el. Kutatdécsoportunk a fragmens alapl holdup maddszer
alkalmazasaval ebbdl a csaknem millids nagysagrendl affinitast magaban foglalé PDZ-PBM
domén-motivum interaktombdl kozel 65.000 affinitast hatarozott meg [14] (2. dbra). Noha, ez
csupan a teljes interaktom toredékét (~5%-at) fedi le, a motivumkonyvtarunkat ugy terveztik
meg Zeke Andras (HUN-REN TTK) segitségével, hogy az jo kozelitéssel lefedje bizonyos
motivumokat, valamint a rak kialakulasaban jelentds fehérjék motivumait. A kapott affinitdsokat
kézel 400 fluoreszcencia polarizacios (FP) méréssel Osszevetve igazoltuk, melyek kivalo
egyezést mutattak a holdup eredményeivel. Erdekességképp, a kordbban szakirodalomban
publikalt affinitdsokkal ellentétben, melyek normalis eloszlast kdvetnek, a mi altalunk mért
affinitdsok inkabb hatvanyfliggvény-eloszlast mutattak, ami ravilagit arra, hogy a nagy
szamukhoz képest a gyenge interakciok mennyire alulreprezentaltak a szakirodalomban, és
hogy valéjaban mennyire nagy szamu interakciot tartalmaz ez a halézat. Sikerillt tovabba
azonositanunk egy olyan alhaldézatot, mely leginkabb célpontja lehet a vizsgalt virusoknak a
kotési profilok hasonldésaga alapjan. Ez a nagyszamu mért affinitas azt is lehetévé teszi, hogy az
egyes PDZ domének szekvencia alapu specificitdsi térképeit (logdit) korrigaljuk a mért
affinitdsokkal, ezzel jobb betekintést engedve az egyes PDZ domének szekvencia
preferencidjaba. Osszefoglaldsként, ez a méréssorozat ravilagitott, hogy az eddig leirtakhoz
képest a domén-motivum interakcidk valdszin(ileg sokkal degenerdltabbak és redundansabbak,
mint azt korabban gondoltuk.

Az SH3 domén halozat szerepének feltarasa a centronuklearis miopatiaban

A centronuklearis miopatia egy ritka, a mozgast koordindld izmok gyengeségével és leépiilésével
jard orokletes vagy de novo mutaciok okozta betegség. Szamos kullonféle fehérje mutacidja
okozhatja, de leggyakrabban vagy a dynamin 2 (DNM2) vagy a Bridging Integrator 1 (BIN1)
fehérje mutacioja all a hattérben. Errdl a két fehérjérol ismert, hogy kodlcsénhatasba tudnak Iépni
egymassal a BIN1 fehérje SRC Homology 3 (SH3) doménjén keresztil, ami a DNM2 prolin-
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gazdag régidjat célozza (PRR). Csakligy mint a PDZ domének, az SH3 domének is motivumokat
kotnek, amik ismerten prolin-gazdag, jellemz6en PxxP motivumok (PRM).
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2. dbra. A PDZ-PBM halézat vizsgdlata fragmentomikai holdup segitségével. (A) Affinitas térkép 266 emberi
PDZ domén és 448 PDZ k6t6 motivum kozétt. A méréseink soran kézel 65.000 affinitast hataroztunk meg, kéztiik viralis
fertézésben és rakban fontos elemek affinitasait, melyek a teljes human PDZ-PBM hdlézat ~5%-at fedi le. (B) A mért
értékek kivald egyezést mutattak mas mdédszérrel (fluoreszcencia polarizacié, FP) mért affinitas értékekkel. PCC:
Pearson korrelacios koefficiens. (C) A holdup mddszer szenzitivitasa miatt képes meghatarozni a halézatok alapvetd
sajatossagait. A PDZ-PBM haldzat affinitds értékeire korabban leirt normal eloszlas helyett hatvanyfiiggvény eloszlast
kaptunk. (A sziirke tartomany a méréseink detekcids hatarat jelli.) Adaptalva a 14-es referenciabol.

Kollégaink (Jocelyn Laporte és csoportja, IGBMC) és mas kutatok korabban azonositottak
néhany recessziven centronukledris miopatiat okozé BIN1 mutaciét, melyek az SH3 doménban
helyezkednek el és meggatoljak a DNM2 kotodését [18] (3. abra).

Elképzelésik szerint a BIN1-DNM2 interakcid kritikus az izomrostok sejtmembranjainak, mint
példaul T-tubulusainak formaldsaban és ennek az interakcidonak a hianya vezet a betegség
kialakulasahoz. Azonban szamos kérdés tovabbra is nyitott volt a betegség
patomechanizmusaval kapcsolatosan, hiszen az SH3 domének szintén rendkivil promiszkusak.
Hogy feltarjuk milyen mas - a betegség szempontjabol fontos - interakcidi lehetnek a BIN1-nek
a DNM2-n kivll, a nativ holdup segitségével meghataroztuk a BIN1 SH3 doménjének
interaktomjat [16]. Rendkivil nagyszamu, Osszesen 206 kot6partnert azonositottuk, amik
kozott a DNM2 a BIN1-nek valdban az egyik legnagyobb affinitdssal rendelkez6 partnerének
adodott, de rajta kivil szamos mas nagy affinitasu interakciot is azonositottunk. Raadasul, a
kotOpartnerek kozott olyan fehérjék is szerepeltek, melyeket mar korabban Osszefliggésbe
hoztak kulénféle miopatidkkal. Hogy pontosan meghatarozzuk ezekben a fehérjékben azokat a
régidkat, ahova az SH3 domén kozvetlenil kotédni tud, el6szor feltérképeztilk az Osszes
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lehetséges PxxP motivumot ezekben a fehérjékben (6sszesen 133 fehérjében volt 448 motivum
a partnerek kozil), majd megszintetizaltuk és fragmens alapu holduppal vizsgaltuk a kotésliket
a BIN1 SH3 doménjéhez.
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3. dbra. A kiilonféle holdup technikak alkalmaz&asa a centronuklearis miopatia patomechanizmusanak meg-
allapitasara. (A) A centronukledris miopatiaban fontos BIN1 SH3 doménjével végzett nativ holdup kisérlet eredménye,
mely meglehetésen sok partnerét azonositotta ennek a fehérjének. Ezek k6ziil kiemeltiik azokat, melyekrdl ismert, hogy
mas miopatiak kialakuldgsaban jelent8s szereppel rendelkeznek. (B) Ebben a doménben szamos ritka mutaciot
azonositottak, melyeknek jelent6sége ismeretlen a miopatia szempontjabdl. (C) A fragmentomikai holdup segitségével
- PxxP motivumkényvtarat haszndlva - feltartuk, melyek azok a mutaciok, melyek jelentésen mddositjak az SH3 domén
interaktomjat vagyis nagy valdszinliséggel centronuklearis miopatiat okoznak. Adaptalva a 16-os referenciabdl.

Osszesen 92 fehérjébdl szdrmazé 176 motivum esetén sikeriilt azonositanunk, hogy valéban
képesek kozvetlenul kotni a BIN1 SH3 doménjét. Tobb esetben a fehérjékben egyetlen
funkcionalis motivumot talaltunk, amely hasonlé affinitast mutatott a peptid-alapu kisérletben,
mint teljes hosszUsagu fehérjeként. Mas esetekben viszont tébb alacsony affinitdst mutaté
motivumot azonositottunk, és ilyenkor a teljes hosszUsagu fehérje affinitdsa Osszességében
joval nagyobbnak adddott, mint az egyes motivumok affinitdsa. Dosztanyi Zsuzsanna és Pajkos
Matyas (ELTE Biokémia tanszék) segitségével feltartuk, hogy azok a direkt moédon kotodo
partnerek, amikben funkcionalis motivumokat azonositottunk szignifikans dusulast mutatnak
sejtosztédashoz kapcsoldédd mechanizmusokban, amit tovabbi sejtes kisérletekkel igazoltunk,
egy Uj bioldgiai mechanizmust feltarva a betegség hatterében. Lehet6ségiink van kilénféle
fehérjékkel mért affinitds interaktomok preciz 6sszehasonlitdsara, igy tovabbi informaciot
nyerve azok tulajdonsagairdl. Példaul azonositottunk olyan SH3 doméneket, amik hasonld
partnereket hasonld affinitdsokkal, vagy hasonlé partnereket eltéré affinitasokkal kotnek (a
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partnerekre szamolt S|AAG| értékeik kicsik vagy nagyok), illetve olyanokat is, akik teljesen
eltér6 partnereket ismernek fel. Tovabba, ezzel a mddszerrel kilonféle ritka BIN1 variansokat is
jellemeztink, és kozlllik azonositottunk tébb olyat, amik interaktomikai perturbaciét okoznak
és sejtekben fenotipusos valtozdsokhoz vezetnek, és ezzel potencidlisan hozzdjarulnak a
miopatia klinikai kérképéhez.

DNS-protein interakciok feltérképezése nativ holduppal

Az interaktomika szinte kizarélagosan fehérje-fehérje interakcidk vizsgalatara korlatozédik,
viszont a holdup kisérletek elénye, hogy egyéb molekularis interakcidk is tanulmanyozhatdéak
vellk. Erre egy példa legUjabb kutatdsunk, ahol DNS fragmensek kotédését vizsgaltuk
transzkripcios faktorokhoz [19] (4. abra). Korabbi kutatasaink soran Sarkadi Balazs
kutatdlaborjdban (Biomembran Kutatécsoport, Molekuldris Elettudomanyi Intézet), Varady
Gyorgy és Enyedi Agnes csoportjdnak elengedhetetlen kézremiikddésével azonositottunk egy
erythroid-specifikus prométert, mely a PMCA4b kalcium pumpa expresszidjaért felelGs
vOrosvérsejtekben [20]. Leirtuk tovabba ennek a promoéternek egy gyakori haplotipusat, ami
nagymeértékben csokkenti a fehérje expresszidjat.
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4. abra. A nativ holdup alkalmazdsa egy kalcium pumpa expresszidjanak GATA1 altali szabalyozasanak
vizsgalatara. (A) A kalcium pumpa génjében egy haplotipus talalhaté, mely mddositja a GATA1 fehérje kétesét, melyet
nativ holdup segitségével tartuk fel ugy, hogy a gyantara kilonféle mennyiségli vad tipusu vagy haplotipust tartalmazo
DNS-t kétottink ki, és endogén GATA1-et tartalmazoé sejtkivonattal inkubaltunk. A GATA1 mennyiségének a valtozasat
Western blottal kévettiik. (B) A GATA1 DNS-el alkotott komplexének szerkezete. Munkank sordan 6 anémiaban vagy
myeloproliferativ betegségben fontos természetes mutacidt vizsgaltunk (révid, V205M, G208R, R216W, D218Y, R307C),
valamint két mesterséges mutaciét, melyek vagy az N-termindlis cink-ujjat (C228R), vagy a DNS-kétésben fontosabb
C-termindlis cink-ujjat teszik ténkre (C282R). (C) A nativ holdup titrdlasos eredmények azt mutattak, hogy két
természetes mutacio esetén valtozik a fehérje DNS-el mutatott affinitasa: a révid varians és az R307C esetén. Mig a
révid varians esetén megndvekedett affinitast tapasztaltunk, mely egybecseng a myeloproliferativ klinikai
manifesztaciéval, addig az R307C jelent8sen csokkentette az affinitast, mely utobbi varians pedig anémidt okoz. AK,
a vadtipust GATA1-hez viszonyitott affinitas kilénbség. Adaptalva a 19-es referenciabdl.

Megfelel6 modszerek hidanyaban a regulacidért felelés transzkripcios faktort azonban direkt
modon nem sikerllt azonositanunk. Nativ holdupot hasznaltunk ennek az enigmatikus
transzkripcios faktornak az azonositdsara Ugy, hogy a kritikus SNP-ket (Single Nucleotide
Polymorphisms) tartalmazdé biotinalt dupla szali DNS fragmenseket kotottliik ki a gyantara, amit
erythroid-jellegl K562 sejtkivonattal inkubaltuk és tdémegspektrometria segitségével analizaltuk
a kotOpartnereket. Meglepd moddon nagy mennyiségl kotOpartnert detektdltunk a korabbi
fehérje-fehérje interakcidos vizsgalatainkhoz képest, és a partnerek donté tobbsége ismert
nukleinsav kotd tulajdonsaggal bird fehérje volt. Rdadasul, ezeknek a partnereknek a tébbsége
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a kevert (scrambled) DNS kontroll szekvencidhoz is ugyanolyan mérték( kotédést mutatott,
tehat feltételezhetéen nem-szekvencia specifikusan koétédtek. A partnerek kozil azonban
kiemelkedett a GATA1 transzkripcios faktor, ami egyértelmlen szekvencia specifikusan kot6dott
és a legnagyobb affinitas valtozast mutatta az SNP-k jelenlétének a hatasara. Ezzel 6sszhangban
korabbi indirekt riporter gén alapu kisérleteink is a GATA1l kotddését feltételezték a
mechanizmus hatterében.

......

€s szamos de novo mutacidjardl ismert, hogy sulyos anémiat okoz emberekben. Habar ezen
mutaciok egy része feltételezhet6en a DNS-kotést is befolyasolja, eddig nem allt rendelkezésre
olyan technika, mellyel kénnyen lehetett volna mérni ezt a paramétert teljes hosszlisagu GATA1
fehérjén fizioldgias korilmények kozott. A nativ holdup ennek vizsgalatara is alkalmas, ugyanis
lehetséges a sejtekben egy cimke segitségével expresszaltatni ezeket a mutansokat és egy
ismert GATA1-felismerd DNS ellenében mérni az affinitasvaltozasokat. Munkank soran hat, mar
korabban leirt mutaciét hordozé GATA1l-et vizsgaltunk ilyen mdodon, és ketté esetén eltérést
tapasztaltunk a DNS kotésben. Az egyik ilyen mutaci6 esetén a fehérje N-terminalis
transzaktivacios doménje (N-TAD-ja) hianyzik, vagyis egy rovid izoformat eredményez (GATA1
short, GATA1s).

Erdekes, hogy ez a rovidebb varidnst leginkabb myeloproliferativ és leukémids betegségekkel
hoztak 6sszefliggésbe, vagyis a sejtek tulprodukcidjat okozzak a sejtek hianya helyett. Kulénféle
sejtes riporter esszékben is megnovekedett aktivitast lehet tapasztalni a rovid varians esetén a
vad tipushoz képest. A nativ holdup kisérlet segitségével megmutattuk, hogy ez a fehérje
négyszer erGsebb affinitassal képes koétni kilonféle DNS szubsztratokat a teljes hosszisagu
fehérjéhez viszonyitva. A masik mutacio, ahol kilénbségeket tapasztaltunk az az R307C mutacié
volt. Ez az arginin kozvetlenll a masodik, a DNS-kotésben leginkabb résztvevé cink-ujj utan
helyezkedik el. Habar eddig ugy vélték, hogy egy nuklaris lokalizaciés szignal (NLS) talalhatd
ebben a pozicidban, szerkezeti munkak alapjan ez az arginin mélyen benyulik a kis arokba,
valdszinlleg szignifikdnsan hozzajarulva a fehérje DNS ko6téséhez. A nativ  holdup
kisérleteinkben e mutacié 6tszoros csokkenést okozott a szubsztratok affinitasaiban. Vagyis a
nativ holdup képes - az egyébként in vitro nehezen eldallithatd és vizsgalhatd - transzkripcids
faktorok DNS kotési paramétereinek egyszer( és pontos meghatarozasara, Uj lehet6ségeket
nyitva a DNS-ko6t6 fehérjék kutatasaban.

Kitekintés

Az interaktomika az elmult években a tudomanyos kézosségben vegyes megitélés ala esett. Ez
doéntéen az interaktomikai modszerek nagyon alacsony reprodukalhatdosaganak koészonhetd,
masrészt az interaktomikai térképek jellege miatt. A klasszikus interaktomikai médszerek szinte
kivétel nélkdl irdnyitatlan és sulyozatlan grafokként abrazoljak a feltart haldzatokat. Ezekbdl
gyakran komoly kihivast jelent azonositani azokat a kélcsonhatasokat, melyek feltételezhetéen
egy adott bioldgiai mechanizmus hatterében allnak. A valdsagban viszont az interakcidk
kllonb6zbéek a haldzaton bellil, és mindegyik kélcsénhatas egy sor intrinzik vagy extrinzik fizikai
paraméterrel jellemezhetd. Munkank soran azon dolgozunk, hogy olyan UGjfajta mddszereket
fejlesszlink az interaktomika terlletén, melyek képesek nagyskaldsan ezeket a fizikai
paramétereket meghatarozni. Elképzelésliink szerint amennyiben sikerrel jarunk, és egyszer
képesek lesziink katalogizalni az 6sszes lehetséges affinitast a sejtjeinkben el6fordulé Gsszes
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molekula kozott, az a kllonféle sejtes mechanizmusok olyan precizitdsi modellezését teszi
lehet6vé, ami egy Uj korszakot nyithat az élettudomanyok szamara.
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Zambé Boglarka diakkérds hallgatoként az ELTE Biokémia Tanszékén Reményi Attila csoportjaban
kezdte kutatéi munkassagat fehérje-fehérje interakciok sejtes vizsgalataval, a doktori munkajat
pedig Sarkadi Balazs csoportjaban (MTA Enzimoldgiai Intézet) folytatta, ahol a membranfehérjék
proteomikai valtozasainak genetikai hatterét vizsgalta. Védését kovetben a franciaorszagi Institut de

kutatta Hervé Moine csoportJaban Jelenleg Gilles Travé kutatocsoportjaban doI902|k ahol
Ujgeneraciés fehérje-fehérje interakcids modszereket fejleszt ki. J6v6re, mint senior kutaté
csatlakozik Gogl Gergé Udjonnan alakulé csoportjahoz. F6 érdeklédési terllete a kildnféle
betegségekben fontos genetikai variansok hatdsainak holisztikus megértése nagyskalas mddszerek segitségével, mint
példaul az interaktomika, proteomika vagy kiilénféle sejtbioldgiai esszék.

Gogl Gergo kutatasait a KutDidk mozgalom keretében kezdte Friedrich Péter laboratériumaban az
MTA Enzimoldgiai intézetében, Alexa Anita témavezetésével, majd kés6bb az ELTE Biokémia
Tanszékén Reményi Attila csoportJahoz csatlakozott. Doktori munkaJat 2018-ban védte meg, amelyet
Nyitray Laszl6 és Reményi Attila kettds témavezetésével végzett. 2019 éta Franciaorszagban, a
strasbourgi IGBMC-ben dolgozik, korabban, mint dszténdijas kutat6 Gilles Travé kutatécsoportjaban,
majd 6nalléan, mint Inserm kutaté. 2024 masodik felében inditja sajat kutatécsoportjat a Valrose-i
biolégiai intézetben (iBV, Nizza) az ATIP-Avenir fiatal csoportvezetdi programjanak segitségevel.
Kutatdsa a bioldgiai mechanizmusok molekuléris szintli megértése és modellezése Ujgeneracids
kvantitativ interaktomika segitségével.
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