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1. Bevezetés

Az LC8 dinein konnytlancot elészér Chlamydomonas axonémalis dinein motorkomplexébdl
izolaltak (Pfister et al, 1982), majd hamarosan kimutattak jelenlétét a citoplazmatikus
dineinkomplexben is. Késébb egy ujabb
intracellularis transzportban szerepld
motorfehérje-komplexben, a miozin 5a-ban is
azonositottak. Az LC8 azonban szamos egyéb, a

dineint6l ¢és a miozin Sa-t6l fiiggetlen

kotopartnerrel is rendelkezik (Barbar, 2008;
Rapali et al, 2010), amelyek igen valtozatos
sejtélettani folyamatokban vesznek részt. Ezek
koz¢ tartozik a pro-apoptotikus Bmf (Puthalakath
et al, 2001) és Bim (Puthalakath et al, 1999)

) o 1. abra. Az LC8 kotopartnereinek fontosabb
fehérjék, a DNS hibajavitasban szereplé P53BP1 csoportjai. Forras: (Rapali et al, 2010)

(Lo et al, 2005), vagy a poszt-szinaptikus denzitas
fehérjéi, a GKAP (Naisbitt et al, 2000) vagy az nNOS (Rodriguez-Crespo et al, 2001) (1.

abra).

Az LC8 egy eukaridtakban altalanosan meglévd, konzervalt csomoponti fehérje, a C. elegans
¢s a human ortologok minddssze négy aminosavban térnek el. Emberben két paralogja ismert
(DYNLL1 és DYNLL2), melyek egyarant 89 aminosav hosszusagiak és minddssze hat
aminosavban kiilonboznek. A paraldgok funkcionalis kiilonbségeirdl és partnerspecificitasarol
a szakirodalomban ellentmondé adatok talalhatoak. A szerkezeti és szekvencialis hasonlosag
ellenére tapasztaltak in vivo partnerspecificitast, a DYNLL1-et a dinein komplexszel, a
DYNLL2-t miozin 5a-val izolaltak egyiitt (Day et al, 2004). In vitro kisérletek alapjan
azonban a paralogok kozotti kiilonbségek a kotdarok "mikodeését" jelentdsen nem

befolyasoljak (Radnai et al, 2010).

Rontgenszorasos és NMR-kisérletek alapjan az LC8 szerkezetét mind apo-formaban, mind
ismert interakcids partnerekbdl szarmazo peptideket kdtve meghataroztak (Fan et al, 2001).
Ezek alapjan az LC8 funkcionalis egysége homodimer. A dimerizacidért két olyan antiparallel

B-lemez felelds, melyek négy P-lancot az egyik tagbol, mig egy Otodiket a masikbol



tartalmaznak. A kotépartnerek mindegyike eddig a két LC8 molekula kozott kialakuld

dimerizacios felszinen elhelyezkedd szimmetrikus arkokba fekszik bele.

A kotépartnerek egy rovid lineéris

1A motivumon keresztiill kotédnek az
m3" LC8-hoz, ami a legtdbb esetben a
321 fehérjék  rendezetlen  régidiban
14 D.( ‘/:\;\l/' o J— helyezkedik el. A linearis motivumok
0- s b —— kotddés hatasara rendezett, P-lanc-
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e szerll szerkezetet vesznek fel, ezek

2. abra. Néhany régéta ismert LC8-kotépeptid alapjan a B-MORF linedris motivumok
konszenzusszekvencidjanak WebLogo-abrija (Rapali et csaladjaba sorolhatdak. Az
al, 2011). Ebben az abrazolasban egy adott pozicioban

annal nagyobb bit-értéket kapunk, minél konzervaltabb, irodalomban lefrt kotopartnerek

az egyes aminosavak mérete pedig az adott aminosav  ogotében a kotépeptid
gyakorisagat mutatja a kérdéses pozicioban (Crooks et o
al, 2004). konszenzusszekvencigja  (D/S)-K-X-

(T/VIN)-Q-(T/V)-(D/E). A linearis kotdmotivumok esetében gyakran csak néhany aminosav
bir kulcsfontossaggal a kotés stabilitdsaban, mig a tobbiek inkdbb a kotés finomhangolasaban
glutamin és az 6t hatdrold treoninok, illetve valinok ¢€s izoleucinok (T/V/I-Q-T/V) alkotjak ezt

a jellemzo kozponti csoportot.

Az LC8 funkcidjanak eleinte a dinein illetve a miozin 5a kargokotését tartottak, tjabban
azonban altalanosabb, stabilizald szerepet tulajdonitanak neki. A kotdpeptid kozelében sok
esetben coiled-coil vagy mas dimerizacios domén is talalhatd. Wang és munkatarsai
kimutattak, hogy a D. melanogaster embrionalis fejlédésében kulcsfontossagn Swallow
fehérje kotddik az LC8 Drosophila ortologjahoz (Wang et al, 2004). Ez a kotédés részben
megvédi a gyengén dimerizalodo Swallow-t a limitalt proteolizistdl ¢és a
homérsékletnovekedés hatasara torténd disszociaciotol. A miozin Sa esetében is megfigyeltek
hasonld jelenséget, a miozinnak a kotddés hatasara megnovekedd hélixtartalman keresztiil
(Hodi et al, 2006; Wagner et al, 2006).

A kozelmultban az LC8 kotdmotivumanak in vitro iranyitott evolucio, fag-bemutatas altali
atfogod jellemzése alapjan kutatdocsoportunkban szamos 1 humén kotOpartner eldrejelzése
tortént (Rapali et al, 2011). A legvaldszinlibb lehetséges LC8 partnerek kozé tartozik a
MORC3 fehérje. Az LC8-MORC3 kolcsonhatds lehetdségét egy masik nagy



ateresztOképességli modszert, ko-immunprecipitaciot alkalmazd vizsgalat is megerdsitette

(Hutchins et al, 2010).

A MORC3 (régebbi nevén NXP-2) egy 107 kDa méret(i, 939 aminosavol allo sejtmagi fehérje
(Kimura et al, 2002) (3. abra). A MORC csaladnak emberben négy tagja van (MORC1, 2, 3
¢és 4). Ezek egymassal viszonylag gyenge homoldgiat mutatnak, egyediil a fehérjék amino-
terminalisan 1évé doménben talalhatd nagyfoku hasonlosdg. A MORC3 génjének kiiitése
egérben letalitast okoz: az allatok sziiletésiik utdn néhany nappal elpusztulnak, bar kiilonosebb

fenotipusos elvaltozast nem mutattak (Takahashi et al, 2007).

‘ , _ NLS (542- LCS-
ATPaz domén CW Zn-finger  558) \ kétéhely Coiled coil

| (a0 (404-458) \ (635-642)  (670-877) oo

3. abra. A MORCS3 fontosabb doménjeinek és motivumainak vazlata.

A MORC3 amino-terminalisan talalhat6 meg a fehérjecsaladra jellemzé GHL-ATPaz domén,
melynek aktivitasa a fehérje szerkezetének valtozasan keresztiil annak dimerizacids allapotat
befolyasolja. A MORC3 rendelkezik még egy CW-tipusu cink-ujj doménnel (404-454) —
melyrél kimutattak, hogy kotédik a 9. lizinjén haromszorosan metilalt H3 hisztonhoz (Li et al,
2012) —, egy nuklearis lokalizacios szignallal (542-558), illetve a karboxil-terminalison egy
szegmentalt, de kiterjedt coiled-coil régioval (670-877).

Az eldrejelzett LC8-kot6hely ehhez a coiled-coil régidohoz képest az N-terminalis iranyaban, a
635. oldallanctol kezdve talalhatd, szekvenciaja (N-T-A-A-T-Q-T-E). A fehérje
szekvencidjaban tovabba Ot szumoilaciés motivum is taladlhaté (y-K-x-E/D, ahol v
nagyméretii hidrofob aminosavat jelol). Mindegyik esetében kisérletesen is bizonyitottak a
2010). A szumoilaciéo nagy valdsziniiséggel a MORC3 PML-NB (Promyelotic Leukemia
Nuclear Bodies - PML-NB) sejtmagi szubdoménekbe valo ,,toborzasaban” jatszik szerepet. A
PML-NB alapvetd ¢épitéeleme a PML fehérje, ¢és kiilonféle nuklearis fehérjék
szekvesztralasaban valamint mikodésiik szabalyozasaban vesz részt (Bernardi and Pandolfi,
2007).

Takahashi és munkatarsai tobbek kozott kimutattak, hogy a MORC3-nak szerepe van a sejtek

szeneszcenciajaban kulcsszerepet jatszo p53-nak a PML-NB-kba val6 iranyitasaban és a pS3
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(Mimura et al, 2010) (4. abra).

4. abra. A MORCS3 feltételezett szerepének modellje a PML-NB-k Eszerint a MORC3 fehérje
kialakulasaban. A dimer MORC3 ATP hidrolizis hatiasara olyan
szerkezetvaltozason megy keresztiil, aminek hatisara onallo kezdetben csupan coiled-coil

sejtmagi testeket alkot. A PML-NB-kkel valé kapcsolat a MORC3 réoioian keresztil dimerizalt.
szumoilaciéja utan alakul ki, a PML fehérje SUMO-felismeré g10]
motivuman Keresztiil. Forras: (Mimura et al, 2010) ATP-hidrolizis hatasara az

amino-terminalison elhelyezkedd6 GHL-ATPaz domén is dimerizalodik. Ezaltal o6nallo
sejtmagi kompartmenteket (NB - nuclear bodies) alakit ki, melyekrdl valoszintsithetd, hogy a
CW-doménen keresztiil kapcsolodnak a kromatinallomanyhoz. Ezek a PML-NB-ktol
fiiggetlen MORC3 kompartmentek eddig ismeretlen funkciojuak. A MORC3 és a PML
kolokalizacidja elobbi szumoilacidja utan valosul meg. A nem kovalens kapcsolat a MORC3-
hoz konjugalt SUMO és a PML SUMO-felismeré motivuma (SUMO Interacting Motif —
SIM) ko6z6tt alakul ki. Ezt a mechanizmust gyakran emlitik a PML-NB-k 6sszeszerelédésének

¢és mas fehérjék ezekhez valo kotédésének altalanos sémajaként (Shen et al, 2006).

A MORC csaladba tartoz6 fehérjék funkcigja egyelére nem tisztazott. A MORC3
megtalalhaté tobb olyan proteomikai vizsgalatban, melyek a sejtekben kiilonboz6 stressz
hatasara torténd a szumoilaltsagi mintazat megvaltozasat tanulmanyoztak (Golebiowski et al,
2009; Yang et al, 2012). Rosendorff és munkatarsainak eredményei szerint a MORC3 képes
represszalni a riporterfehérjeként hasznalt GFP termelddését, ha Gal4-gyel fuzionéltatva
kotodott annak promoéteréhez (Rosendorff et al, 2006). Moissiard és munkatarsai Arabidopsis
thalianaban egy reverz genetikai screen segitségével mutattdk ki, hogy a human MORC
fehérjék e novényben taldlhatd ortoldgjai szerepet jatszanak a kromatin szerkezetének
szabalyzasdban és bizonyos gének, els@sorban transzpozabilis elemek transzkripcidjanak

gatlasaban (Moissiard et al, 2012).



2. Célkituzések

1. AMORC3 és a DYNLLI1 kotédésének igazolasa GST pulldown kisérlettel.

2. A komplexképzOodés termodinamikai paramétereinek meghatarozasa izotermalis

titracios kalorimetria segitségével.

3. Cirkularis dikroizmus spektroszképia hasznalatdval az LC8 kotddésének a MORC3-

dimerek szerkezetére és stabilizacidjara kifejtett hatasanak vizsgalata.

4. Jovbbeni célom a kapcsolat 1étét emlds sejtvonalakban ko-immunprecipitacioval is
kimutatni. Terveim kozott szerepel tovabba, hogy LC8 kotohelyet nem tartalmazo, mutans
MORCS3 hasznalataval feltirom a MORC3 és az LCS8 kapcsolatanak bioldgiai szerepét. Ezek a
kisérletek jelenleg is folyamatban vannak, ezért csak dolgozatom végén mutatom be rdviden a

rajuk vonatkozo elképzeléseket.



3. Anyagok és modszerek

3.1. DNS-konstrukciok

A human MORC3 gén (Uniprot ID: Q14149) teljes szekvencidjat tartalmazo pET16b
konstrukciot Norimicu Inouétdl szarmazik (Mimura et al.). Harom konstrukciot terveztem: a
MORC3(1-939) az egész fehérjét, a MORC3 (634-939) a coiled-coil régiot illetve az ett6l
amino-terminalis iranyban elhelyezkedd feltételezett LC8-kotShelyet tartalmazta, mig a
MORC3 (634-643) csak a sziiken vett kotépeptid volt. A kapott plazmidbol a MORC3 (634-
939) fragmentet az (5’-AAAGGATCCGGGAAATACTGCAGCTACC-3’) 5°- illetve az
(5’-TTTCTCGAGTTATTAAGTACTACTGATTTCACTCATTTG-3”) 3’-primer
segitségével PCR-rel amplifikaltam. A MORC3 (1-939) esetében a 3’ primer ugyanez volt,
mig az 5’ szekvenciaja (5’- AAAGGATCCGATGGCGGCGCAGCCAC-3’). Az 5’-primerek
célvektor egy modositott pET19 alapt plazmid volt, amely az inszerttél N-terminalis irdnyban
egy 6xHis-cimkét, illetve a kettd kozott az eredeti trombin proteaz-felismerShely helyett egy

TEV-protedz felismerdhelyet tartalmazott.

Az inszerteket és a célvektort BamHI és kétszeres mennyiségli Xhol restrikcios enzimmel
(Fermentas), 10x Green pufferben (Fermentas) emésztettem 37 °C-on egy éjszakan at. Az
emésztett DNS molekulakat ezutan 1 %-os agardz gélben futtattam, majd DNS-tisztito kittel
tisztitottam (EZ-10 Spin Column DNA Gel Extraction Kit, Bio Basic Inc.). A megtisztitott
DNS-szakaszokat T4 DNS ligaz enzimmel (Fermentas) ligaltam 10x T4 DNS ligaz pufferben
(Fermentas) 1 o6raig szobahOmérsékleten. A ligaitumokat Escherichia coli DH5a kompetens
sejtekbe transzformaltam, majd a sejteket 100 mg/ml ampicillint tartalmazé lemezekre
sz€lesztettem, és egy €jszakan at 37 °C-on novesztettem. A plazmidok sikeres felvételének
ellendrzéséhez o6t telepet 3 ml LB tapoldatban (12 g/l tripton, 5 g/l szaritott élesztd, 10 g/l
NaCl, pH 7,5) razattam egy ¢€jszakan at, majd plazmid izolalo kittel tisztitottam. A telepeket
BamHI ¢és Xhol restrikcios enzimekkel emésztve ellendriztem. Az inszerteket tartalmazo
plazmidokbodl az inszert hosszaval megegyezd méretli DNS darab esik ki, melyet 1 %-0S
agardz gélen megfuttatva azonositottam. A pozitivnak bizonyult klonok szekvencidit végiil

Sanger-féle automata szekvenalas révén ellendriztem.



A MORC3 (634-643) LC8-kotomotivumat kodold DNS klonozasahoz olyan egymassal atfedo
oligonukleotidokat (5’-GATCCAACACCGCGGCCACACAGACCGAATAAG-3 illetve
5’-GATCCTTATTCGGTCTGTGTGGCCGCGGTGTTG-3%) alkalmaztam, melyek
anellalodva mar kodoljak a megfeleld peptidet kodoldo DNS szekvenciat. Az at nem fedo
szakaszaikon BamHI hasitohelyek 5° talnyald végei helyezkednek el. Az oligonukleotidokat
eldszor 6t percig 95°C-on denaturdltam, majd ijabb 6t percig szobahOmérsékleten hagytam
anellaloédni. A célvektor ezuttal az inszerttdl N-termindlis irdnyban TEV-protedz hasitohelyet
¢s a glutation-S-transzferaz (GST) génjét hordozta. Ezt BamHI (Fermentas) endonukleazzal
hasitottam 10x BamHI-pufferben (Fermentas), majd a tisztitott és hasitott célvektort illetve a
mar tulnyald végeket tartalmazé MORC3 (634-643) oligonukleotidokat T4 DNS ligazzal

(Fermentas) kezeltem 10x T4 ligaz pufferben (Fermentas).

A sejteket Escherichia coli DH5a sejtekbe transzformaltam, majd ampicillines agarlemezre
szélesztettem ki Oket egy éjszakara. Masnap a kinétt telepek koziil néhanyat PCR segitségével
ellendriztem. A 3’-primer a mas ismertetett oligonukleotidok koziil keriilt ki, az 5’-primer
pedig a T7 promoterre tapadt. A pozitiv eredményt ado telepekrél plazmid izolalas utan

Sanger-féle automata szekvenalas segitségével allapitottam meg a kldonozas helyességét.

3.2. Fehérjék és peptidek eloallitasa

A kisérletekben a DYNLL1 LCS8-paralogot hasznaltam. Ennek pET15 alapu vektorba
klonozasa mar korabban megtortént. Eléallitasa soran a plazmidot Escherichia coli BL21Star
(DE3) (Invitrogen) sejtekbe transzformaltam, majd a sejteket LB-tapoldatban 4,1 MacFarlane-
egységnyi optikai denzitdsig novesztettem. Az indukéldshoz 0,5 mM izopropil-B-D-
tiogalaktopiranozidot (IPTG) hasznaltam, ezutdn az expresszid 3 oran keresztiil 37 °C-on,
100x rpm razatas mellett tortént. A fehérje feltarasa és tisztitasa a MORC3 (634-939)

fragmensnél hasznalt 1épésekkel egyezik meg.

A MORC3 kiilonboz6é fragmentjeinek eldallitasahoz Escherichia coli BL21Star (DE3)
(Invitrogen) sejteket hasznaltam. A MORC3 (1-939)-t tobbszori probalkozas sem sikeriilt
ebben a bakterialis rendszerben eldallitani, emiatt a kisérleteket a MORC3 (634-939) ¢és a
MORC3 (634-643) fragmentekkel végeztem el. Termelésikhoz elészor az elkésziilt,
szekvenalassal igazolt és tisztitott plazmidokat transzformaltam a fenti sejtvonalba, majd 100
mg/ml ampicillint tartalmazé lemezeken egy éjszakéan at 37 “C-on ndvesztettem a szélesztett

sejteket. Egy telepet €l6szor 3 ml-nyi 100 mg/ml ampicillint tartalmazé LB tapoldatba, majd
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egy nappal késébb ebbdl a starterkultirabol 1 1, 100 mg/ml ampicillint tartalmaz6 LB-oldatba
oltottam le. A sejteket el6szor 37 °C-on, 200x rpm-mel valo razatas mellett megfeleld optikai
denzitasig novesztettem (MORC3 (634-643) esetében 4,8, MORC3 (634-939) esetében 5,1
MacFarlane-egységig). 0,5 mM IPTG-vel indukaltam a sejteket, majd 12 6ran at 18 °C-on,

100x rpm razatas mellett tortént az expresszio.

A kétféle fuzios fehérje kezelése innen az eltéré cimkék miatt elvalik. 10 perces, 6000x rpm-
mel torténd centrifugalas utan a MORC3 (634-643) peptidet 30 ml 7,4-es pH-ju PBS
pufferben, a MORC3 (634-939) fragmenst pedig nativ feltaro pufferben (300 mM NaCl, 50
mM NaH2PO4, 3 mM Na-azid, pH 8) szuszpendaltam fel, mindkét puffer tartalmazott még 1
mM fenilmetilszulfonil-fluoridot (PMSF) is. A sejtek feltarasa ezutan lizozim hozzaadasaval,
fagyasztassal és szonikalassal tortént. Itt érdemes megemliteni, hogy a MORC3 (634-939)
fragmens Osszesen 9 cisztein-oldallancot tartalmaz, emiatt mar az el6z6 1épéstél kezdve

minden puffer és oldat 3 mM B-merkaptoetanolt tartalmazott.

A sejttormelék elvalasztasa centrifugalassal tortént (4 °C, 20000x rpm). A MORC3 (634-939)
fragmenst Ni-affinitaskromatografiaval, mig a MORC3 (634-643) peptidet glutationnal
immobilizalt Sepharose oszloptolteten tisztitottam. A 6xHis és GST cimkéket TEV-proteazzal
tavolitottam el. A MORC3 (634-939) fragmentumot anioncserés kromatografia (AKTA
rendszer, HiTrapQ anioncserélé oszlop) soran tisztitottam tovabb. Ehhez a fehérjét 20 mM
HEPES, 20 mM NaCl és 3 mM B-merkaptoetanol alkotta, 7,5-6s pH-ju pufferbe dializaltam
at, majd légtelenités utan felvittem az anioncseréld oszlopra. A gradiens 1M NaCl-ot
elnyelése alapjan kisértem figyelemmel. A MORC3 (634-643) peptid esetében az emésztett
GST-t forralassal tavolitottam el, majd reverz fazisi HPLC-vel tisztitottam tovabb. Ehhez a
peptidet Jupiter C18 oszlopra (Phenomenex) vittem fel, majd egyre novekvé aranyu

acetonitril-viz eleggyel tortént az elticio, 1% trifluorecetsav (TFA) jelenlétében.

Az egyes tisztitdsi 1épések kozott a termékiink tisztasagat denaturald poliakrilamid-
gélelektroforézissel ellendriztem, melynél 17,5% poliakrilamid-tartalmu, tricin pufferrel
késziilt géleket hasznaltam. A tisztitasi lépések utan a MORC3 (634-939) polipeptid
mellél az acetonitril-viz elegyet liofilizalassal tavolitottam el, majd analitikai mérlegen

lemértem a peptid tdmegét. Ezutan a polipeptidek -80 “C-ra kertiltek tarolasra.
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3.3. GST pulldown

A modszer fehérje-fehérje kolcsonhatasok kvalitativ kimutatasara alkalmas. Lényege, hogy
egy GST-fuzion keresztiil glutation tartalmt affinitas-kromatografias oszloptdltethez kotott
fehérje kotOpartnerei szintén fennragadnak az oszlopon. A komplex tagjai denaturaléd

poliakrilamid-gélelektroforézissel mutathatoak ki.

Két Eppendorf-csé aljara 30-30 pl glutationos oszloptoltetet (Glutathione Sepharose 4B,
Pharmacia Biotech) mértem ki. Ezt kétszer 100 pl 3 mM-0s B-merkaptoetanollal kiegészitett
HBS pufferrel (10mM HEPES, 150 mM NaCl, pH = 7,4) mostam, majd az egyik cs6be 100
ul GST-DYNLLI fuzids fehérjét mértem. A kontroll esetében ugyanennyi GST-t hasznaltam.
10 perces szobahdmérsékleten torténd inkubaciot kovetden a mintakat HBS pufferrel mostam,
majd 100 ul MORC3 (634-939)-at adtam hozza. Végiil ismételt mosas utan 30 pl SDS-
kezel6t adtam az elegyhez. Forralas utan denaturdlé poliakrilamid gélelektroforézissel

futtattam meg a mintakat.

3.4. Izotermalis titraciés kalorimetria (ITC)

A modszer a kiilonbdzé molekuldk kotddésekor bekovetkezd hdvaltozdsok mérését teszi
lehetdvé. Amennyiben az egyik fehérjét a masikkal titraljuk, a felszabaduldo hémennyiségek
alapjan az adott kolcsonhatas Osszes termodinamikai paramétere meghatarozhato. A méréshez
a megtermelt DYNLL1-et 1 mM TCEP-vel kiegészitett HBS pufferbe dializaltam. A
liofilizalt MORC3 (634-643) peptidet a DYNLL1 dializiséhez hasznalt pufferben oldottam
fel. A mérést ITC-200 késziiléken végeztem el (MicroCal), 26 °C-on. A cellaban ~300 pl-
nyi, 90 uM-0s DYNLL1-oldat volt, ehhez injektaltam 35-sz6r 1 pl-nyi, 1,59 mM-os MORC3
(634-643) peptidet. Az egyes belovések 350 masodpercenként kovették egymast. Az adatok
kiértékelése Origin 8.0 szoftverrel (Microcal) tortént, egy kiétohelyes, A+B < AB formaju

modell alapjan.

3.5. Cirkularis dikroizmus spektroszkopia

A cirkuléaris dikroizmus spektroszkdpia hasznalataval az oldatban 1évé makromolekuldk
szerkezeti elemeire kdvetkeztethetiink. Az oldatot cirkularisan polarizalt fénnyel megvilagitva

a kapott spektrum ,tavoli” UV (260 nm alatt) esetében a makromolekulaban jelenlévé
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masodlagos szerkezeti elemek ardnya mutathato ki, mig ,,kozeli” UV (kb. 260-320 nm) esetén

az egyes fehérjemolekulak harmadlagos kovetkeztethetiink.

A mérésekhez Jasco J-820 CD spektrofotométert hasznaltam. A spektrumokat 190 és 260 nm
kozott 0,2 nm-enként vettem fel, 25 °C-on. Minden mérést Otszor ismételtiink meg, 50
nm/perces szkennelési sebességgel és 8 masodperces valaszidével. A MORC3 (634-939)-et és
a DYNLL1-et 10 mM NaCl-ot és 0,5 mM ditiotreitolt (DTT) tartalmazé 10 mM Tris-HCI
(pH=7,5) pufferbe dializaltam.
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4. Eredmények és megvitatasuk

4.1. A MORCS3 szekvenciajanak elemzése

Az LC8-kotOpeptidek linearis motivumai az eddig vizsgalt esetek nagy részében rendezetlen
régidkban helyezkednek el, ezért megvizsgaltam, hogy igy van-e ez a MORC3 esetében is. A
MORC3 szekvenciajat IUPred programmal elemeztem (5. abra). Az IUPred program
fehérjék rendezetlenségének szekvencia alapt joslasara alkalmas (Dosztanyi et al, 2005).

Rendezetlennek akkor josolt egy régio, ha 0,5 értéknél magasabb pontszamot kap.
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5. abra. A MORC3 rendezetlenségre valé hajlama az IUPred predikcioja szerint. Azok a szakaszok
tekinthetéek rendezetlennek, ahol ennek valésziniisége 0,5 folotti. A fekete nyil az LC8-kotéhely
koriilbeliili helyét jeloli. Ez alapjan a kotéhely szerkezet nélkiil régioban fekszik.

Ezek alapjan jol lathatéan a polipeptid koriilbeliil 450-700 aminosavak kozti szakaszan a
legmagasabb a rendezetlenség valosziniisége, Osszességében pedig az algoritmus a fehérje
mintegy 30%-at josolja szerkezet nélkiilinek. Ez a cink-ujj domén és a prediktalt coiled-coil
kozotti régiot jelenti, amely tartalmazza az LC8-kotOhelyet is (a 635. aminosavtol). Ezek

alapjan tehat a prediktalt kétémotivumot tartalmazoé molekularészlet nagy valdszinliséggel
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bemutato WebLogo abra. Az LC8-kotészekvencidkra igen Jellemzo TQT-motivum kiugréan konzervalt a
régioban. A felhasznalt szekvenciak Uniprot-kédjai: Q14149; Q4QQR6; F1PFJ7; F6VFGS8; D3Z1.03;
G3VRDS8; G1LG18; F6QPL7; GINNX8; F1P2D9; G3SM67; G1PKYO0; H3AL31; GIKMLY7; I3KG83
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szerkezet nélkiili, hasonldéan az LC8 szamos mas, mar ismert kdtdpartneréhez.

A WebLogo program segitségével megvizsgaltam a gerincesek kiilonboz6 fajaibol szarmazo
MORC3 ortologok LC8-kotohellyel szomszédos régidinak konzervaltsagat (6. abra).
Megallapithaté, hogy az LC8-kotbhelyekre igen jellemzd (T-Q-T) motivum messze a
legkonzervaltabb a régidban. A hatarold régiok ezzel szemben nagyfoku valtozékonysagot
mutatnak, ami valdsziniileg a molekularészlet rendezetlenségének tudhatoé be. Ez, bar nem
jelent biztosat, mindenesetre azt valoszinisiti, hogy a konzervalt részlet fiziologiasan is fontos
funkcioval bir.

4.2. A kotodés kimutatasa és jellemzése

A MORC3 és az LC8 kozvetlen kapcsolatanak kisérletes igazolasahoz a két human fehérjét
heterolog expresszios rendszerben (E. coli) taltermeltettem és tisztitottam. Minden kisérletben
az LC8 DYNLLI paralogjat hasznaltam. A MORC3 esetében a teljes fehérje termeltetése
eredménytelen volt, ezért a tovabbi kisérlethez a karboxil-terminalis coiled-coil-t és a
kotomotivumot tartalmazé MORC3 (634-939) fragmenst hasznaltam. A GST pulldown
kisérlet soran a csali fehérje az amino-terminalisdn GST cimkét tartalmazé DYNLLI1, mig a

préda a MORC3 (634-939) fragmens volt.

1 2 3 wa 4 5

MORC3 (634-939)

GST-DYNLL1

GST

7. abra. A MORC3 (634-939) és a GST-DYNLL1 kozotti pulldown eredményét bemutaté agarézgél. Az

egyes zsebek tartalma: 1. MORC3 (634-939); 2. GST-DYNLL1; 3. GST; 4. GST + MORC3 (634-939);

5. GST-DYNLL1 + MORC3 (634-939). A MORC3 (634-939)-et jelz6 sav csak akkor lathatd, ha a csali
GST-DYNLL1-et is tartalmaz.

A MORC3 (634-939) méretének (34,6 kD) megfelelden futott a gélen (7. abra). Jol lathato,
hogy az 5. oszlopnak megfelelé zsebben megjelenik a MORC3 (634-939) méretével
megegyez6 molekulatomeget jelzé sav, mig a kontrollnal ez nem figyelhet6 meg. Ezzel

kizarhatjuk, hogy a GST Onmagaban is kétné a MORC3 (634-939) fragmenst, tehat
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elfogadhatjuk, hogy az extra sav megjelenése a DYNLLI1 és a MORC3 (634-939) ko6zotti

specifikus interakcionak tulajdonithato.

A DYNLLI és a MORC3 (634-643) peptid komplexképzésének kvantitativ jellemzéséhez
izotermalis titracios kalorimetriat alkalmaztam (8. abra). A kisérlet alapjan a két fehérje kozti
kolcsonhatds egyértelmiien igazolhatdo. A kotés sztochiometridja varakozasainknak

megfeleléen 1:1-hez kozeli érték, vagyis a dimer DYNLL1 mindkét arkaba bekotodik egy-
egy peptid.

1d6 (min)
(0] 50 100 150 200
0,0 W““,wr _
-0,2 - -
D
L 0,44 _
S
= N = 0,86
-0,6 - -
K = 1,7+0,1puM
-0,8 L s B B O A
0 - AH = -41,4 0,2 kJ/mol
2] ] AS = -28,1 kJ/K
-4 - -
o
£
ER )
-8 -
-10 - -

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5

Molaris arany

8. abra. DYNLL1 izotermalis kalorimetrias titralasanak képe MORC3 (634-643) peptiddel, illetve
a kotés modellezett sztochiometridja, affinitasa, szabadentalpia illetve entrépiavaltozasa

A disszociacios allandé 1,7 pM, azaz a mar ismert kotOpartnerek tartomanyaba esik.
A kotédés entalpikusan kedvezé (AH = -41,4 kJ/mol), entropikusan kedvezébtlen
(AS = -28,1 kI/K). Ez jo egyezést mutat a kotészekvencidjukban (T-Q-T) motivumot
tartalmazé interakcidos partnereknél tapasztaltakkal (Radnai et al, 2010). Ezek esetében

viszonylag magas szabadentalpia-valtozast és enyhén kedvezotlen entropikus tagot talalunk.
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Ezzel szemben az (I-Q-V) vagy (V-Q-V) motivumot tartalmazo peptidek alacsonyabb

szabadentalpia-valtozassal, de pozitiv entropiaval kotodnek.

4.3. A DYNLL1 kotés hatasara a MORC3 szerkezetére és
stabilitasara

Az LC8 kotodése kétféleképpen valtoztathatja a hozza kozeli coiled-coil stabilitasat. Egyrészt
olyan konforméciovaltozast indukalhat a kotohelyet is magaban foglal6 rendezetlen régidban,
amely az a-hélixek kiterjedésének novekedését idézi el6: ilyenre lathatunk példat a miozin 5a
esetében is. Masrészt elképzelhetd a stabilitds novekedése a hélixtartalom valtozatlansaga

mellett is, hiszen a dimerek 0sszetartasat nem feltétleniil csak a coiled-coil okozza.

A cirkularis dikroizmus spektroszkopiaval tavoli UV tartomanyaban felvett spektrum
alkalmas a masodlagos szerkezeti elemek aranyainak nyomon kovetésére (Kelly et al, 2005).
Az egyes masodlagos szerkezeti elemek (a-hélix, kiilonféle B-lemezek, rendezetlen régiok)
jellegzetes spektrummal rendelkeznek. Ezek ez egyedi spektrumok az adott szerkezetnek a
teljes fehérjében vett aranyaval sulyozva Osszeadddnak, igy adva ki a teljes spektrumot.
Ezaltal meghatarozhatdo a madasodlagos elemek egész fehérjére jellemzd szazalékos
megoszlasa. Mivel az mar korabbi vizsgalatokbol ismert, hogy a DYNLL1 szerkezete csak
igen kis mértékben valtozik meg mas fehérjével valo kapcsolodas hatdsara, ezért a komplex
spektrumabdl levonva a DYNLL1-ét megkaphatjuk a MORC3 (634-939) spektrumanak

esetleges valtozasat (9/A. abra).
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9. abra. (A) A MORC3 (634-939) két allapotanak spektruma. Piros: 6nalléan; fekete: DYNLL1-MORC3
komplex, el6bbi spektrumanak levonasa utan. (B) A MORC3 (634-939) szabad és kotott allapotaban

felvett spektrumanak kiilonbsége.
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A 9/A. abra gorbéin jol felismerhetd az a-hélixekre jellemz6 kettds minimum (208 és 222 nm-
nél), ami ennek a masodlagos szerkezeti elemnek a viszonylag nagy aranyat jelzi. Azonban a
két gorbe nagyfokt hasonlosagot mutat. A Kardos Jozsef és Micsonai Andras altal fejlesztett
BestSel algoritmussal (http://bestsel.elte.hu; publikalas alatt) hataroztam meg a masodlagos

szerkezeti elemek aranyat a két esetben (1. tablazat).

H1 | H2 [AP1|AP2 | AP3 | P | B-kanyar | Egyéb

MORC3 (634-939) 25,9 9,9 1 2,9 7,7 | 3,0 11,0 38,8

MORC3 (634-939) -

DYNLL1 komplex 244 | 86 | 22 | 67 | 70 | 33 9,3 38,4

kiilonbség -1,5 -1,3 | +1,2 | +4,8 | -0,7 | +0,3 -1,7 -0,4

1. tablazat. A BestSel algoritmus altal a spektrumokbdl generalt masodlagos szerkezeti elem-
megoszlas. H — hélix; AP — antiparallel B-lemez; P — parallel B-lemez

Lathatjuk, hogy az o6nalld6 MORC3 (634-939) esetében kiilonféle a-hélix-formak
megkozelitéleg a polipeptid 35%-ara terjednek ki, amely jo egyezést mutat a COILS coiled-
coil predikcios program (Lupas et al, 1991) 45%-0s elérejelzésével (10. abra). A kiilonb6z6
csoportokba sorolt B-red6k Osszesen is eléggé kis aranyban képviseltetik magukat, rdadasul a
harmadik csoportba sorolt antiparallel B-red6k altalaban a rendezetlen régiokhoz igen hasonld
jelet adnak. A szerkezet nélkiili szakaszok a dekonvuldlas soran az ,,Egyéb” kategériaba
kertiltek. Ezek alapjan 0sszevonhatjuk a két utdbbi csoportot, igy a rendezetlen szakaszok a

teljes lanc koriilbeliil 45%-at
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10. abra. A COILS program predikciéja a MORC3 coiled coil-
tartalmara, 14, 21 és 28 aminosavas ablakokra. Minden esetben  k4t6hely és a  coiled-coil
azokat a poziciokat tekintettem coiled coil-nak, melyekre a

valésziniiség 0,5-nél nagyobb volt. A harom érték atlaga 45,4%. kozotti mintegy 30

aminosavnyi tavolsag, illetve
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az ebben a szakaszban 1évé harom prolin jelenléte. Megfigyelheté viszont a kiilonféle f-
lemez-formék aranyanak enyhe novekedése, ami a kotddés hatasara a fragmensben kialakuld
rendezetlen-rendezett atalakulasnak tulajdonithatd. Ha a komplexben 1évé fragmens
spektrumabdl levonjuk az 6nalld MORC3 (634-939)-hez tartozot, akkor a visszamarado
spektrum a B-lemez elemi spektrumahoz hasonlit (9/B. abra). Ezek alapjan a MORC3-nak az
a szakasza, amely a DYNLL1-hez valo kotésért felelds, az interakcio soran valdszinileg -

lemez-szer( strukturat vesz fel, hasonléan szamos mar ismert kotépartner hasonlo régidihoz.

Az allando hélixtartalom melletti stabilitisndvekedés nyomon kovetésére a MORC3 (634-
939) 222 nm-en vett molaris ellipticitisanak valtozasat vizsgaltam a hoémérséklet
fiiggvényében (11. abra). Ezen a hullamhosszon az o-hélix és a homérséklet-novekedés
hatasara kialakul6 altalanosan rendezetlen szerkezet elemi spektruma kozott igen jelentOs
eltérés lathatd, igy ennek nyomon kovetése informécioval szolgalhat a fehérje letekeredését

illetGen.

A kisérlet szerint a MORCS3 coiled-coil-ja extrém magas stabilitast mutat, olvadaspontja 70 °C
koriil van. A DYNLLI1 olvadaspontja 72 °C (Hodi et al, 2006), igy mire a coiled-coil elkezd
letekeredni, a DYNLLI is elveszti rendezett konformaciojat. Emiatt a MORC3 (634-939) és a
DYNLL1 komplexének felfiitésekor nem kapunk értékelhetd eredményeket, hiszen egyrészt a
DYNLLI szerkezetének valtozasa miatt spektruma mar nem lesz egyszeriien levonhato a
komplexébdl, masrészt a kiivettaban kicsapodo fehérje magat a mérést is zavarja. Ez azt
jelenti, hogy erre a kérdésiinkre CD-spektroszkdpiaval nem kaphatunk valaszt. Kérdéses
azonban, hogy fizioldgias jelentdséggel birna egy ilyen mértékben stabil coiled-coil tovabbi

erOsitése.
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11. abra. A MORC3 (634-939) 222 nm-en figyelemmel kivetett ellipticitasa a h6mérséklet fiiggvényében.
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4.4. Konkluzié és jovobeli tervek

Tudoményos didkkoéri munkam sordan az LC8 dinein konnylilanc és annak feltételezett
partnerének, a MORC3 fehérjének kolcsonhatasat vizsgaltam. Izotermalis titracids
kalorimetria és GST pulldown moédszerekkel kimutattam és kvantitativ modon jellemeztem a

két fehérje kozvetlen kdlcsonhatasat.

Ezek alapjan a MORC3 - LC8 kolcsonhatas mikromolos disszociacios allandoval rendelkezik.
ITC eredmények alapjan a MORC3 kotomotivum kotddése a korabbiakban jellemzett TQT
motivumot tartalmazo kotOpeptidekhez hasonloan entalpikusan kedvezd, de entrépikusan
kedvezétlen volt. A kotddés soran tapasztalt kedvezdtlen entropikus hozzajarulés valdszintileg
a rendezetlen szerkezetii peptid szabadsagfokanak csokkenésébo6l, valamint az LC8 szerkezeti

vizeinek felszabadulasabol szarmazik (Radnai et al, 2010).

A teljes MORC3 ¢és az LC8 ko6zotti kapcsolatot a kozeljovoben HEK-293 human sejtvonalban
is szeretném igazolni ko-immunprecipitacié segitségével. A kisérletekhez olyan emlds
expresszios vektorok eléallitasan dolgozom, melyek FLAG-MORC3 és GST-DYNLL1 fuzids
fehérjéket kodolnak. A kapcsolat létrejottét a fuzids cimkékre specifikus ellenanyagok
felhasznalasaval tervezem kimutatni, Western-blot segitségével. A rendszer optimalizalasaval
az LC8 egyéb, a MORC3-hoz hasonloan prediktalt potencialis kdtOpartnereinek gyors és

viszonylag egyszer(i igazolasa valik lehetové.

Cirkuléaris dikroizmus spektroszkopia segitségével megvizsgaltam az LC8-MORC3
kolcsonhatas szerkezet-funkcido hatasat. Ismert, hogy az LC8 kotddésének hatasa tobb
korébban meghatarozott kdtépartner esetében — ilyen példaul a swallow (Wang et al, 2004) és
a miozin 5a (Hodi et al, 2006) — a partner dimer szerkezetének stabilizalasa. A MORC3
esetében azonban nem sikeriilt kimutatni a motivum karboxil-terminalis irdnyadban ~30
aminosav tavolsagra talalhato coiled-coil-tartalmanak, valamint hdstabilitasanak novekedését.
A kolcsonhatas soran tapasztalt valtozatlan coiled-coil-tartalom valosziniileg egyrészt a
motivum és a coiled-coil kozott talalhaté hossza, ~30 aminosav tartalmu linkernek, valamint a

coiled-coil és a motivum ko6z6tt talalhaté harom prolinnak kdszonhetd.

A MORC3-LC8 komplex-képzédése soran CD spektroszkopiaval -lanc kialakulast
tapasztaltunk. A kialakult B-lanc hossza Osszemérheté az LC8 motivum hosszéval. Ezek

alapjan  valoszintlisithetd, hogy a MORC3 LC8-kotémotivuma — a mar ismert
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kotémotivumokhoz hasonléan — az LC8 ismert kotdarkaiban, [B-szerkezetben talalhato.

Elézetes szerkezeti vizsgalataink alapjdn valdszinisithetd, hogy a kolcsonhatas funkcidja

s

A szakirodalomban leirt példak alapjan az interakcio egy masik lehetséges szerepe a MORC3
olyan allapotanak stabilizalasa, amelyben elérhetévé valik a fehérje nuklearis lokalizacids
szignalja (NLS), igy a kolcsonhatds a fehérjének a sejtmagba valo athelyezodéséhez
szlikséges. Szamos fehérjével kapcsolatban kimutattak (példaul a Pak1 kinaz (Lightcap et al,
2009) vagy a veszettségvirus P-proteinje (Moseley et al, 2007) esetében), hogy az LC8-hoz
valo kotddés sziikséges a fehérje nuklearis importjahoz. A Pakl esetében ennek oka

feltételezhet6en az NLS-nek az interakcio hatasara torténé felszinre keriilése (12. abra).

Pak1 dimer

ED ==
—> —>
LC8 Importin

Sejtmagi
import

Kinaz domén

LC8 kotéhely 2x

12. abra. A Pakl sejtmagi importjanak modellje. Forras: (Lightcap et al, 2009)

A MORC3 nukledris lokalizacios szignalja és az LC8-kdtéhely egymastdl csak mintegy 90
aminosav tavolsagban helyezkedik el, rdadasul egy valoszinlileg rendezetlen régidban,
feltételezhetd, hogy létezik a két motivum mitkddése k6zott valamilyen kapcsolat. A jovoben
tervezem a MORC3 LC8 kotdmotivuma és NLS-e kozti kolcsonhatas vizsgalatat. Tervezem
és jelenleg is azon dolgozom, hogy peGFP-N1 vektorba klonozzam a MORC3 vad tipusu
génjét, tovabba egy olyan MORC3 mutanst, amely az LC8-kotéhelyen TQT motivum helyett
AAA mutaciot tartalmaz. Ez a mutacié varhatoéan tonkreteszi az LC8-ko6téhelyet (Lajoix et al,
2004). A mutacio hatasat a fehérjékhez fuzionalt GFP fehérje fluoreszcencidjanak konfokalis

mikroszkdpia segitségével torténd kovetésével tervezem.

A MORC3 ¢és az LC8 funkcionalis kapcsolatdnak egy masik lehetséges magyardzata a
MORC3 szumoilécios allapotanak befolyasolasa lehet. A MORC3 nuklearis szubdoménekben
(PML-NB) valo lokalizacidjaért a MORC3 szumoilacioja és az ezekben a sejtmagi testekben

megtalalhato, szintén szumoilalt PML fehérje felelds. A két szumoilalt fehérje kozotti nem-
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kovalens kapcsolat a SUMO ¢és annak linearis motivuma, a SUMO interacting motif (SIM)
kozotti interakciok eredménye. Erdekes moédon az LC8 kotShely (635-643. aminosavak)
kozvetlen kozelében, a 650. pozicidban allo lizin-oldallanc bizonyitottan képes kovalens
modon szumoilalédni (Mimura et al, 2010). Ezen kiviil a MORC3 szekvenciajanak vizsgalata
hasonlosagot mutattak a mas, SUMO-t nem-kovalensen ko6t fehérjékbdl ismert SIM-ekkel
(Hecker et al, 2006). A MORC3 szumoilacié altal kozvetitett fehérje-fehérje interakcios
halozatanak és ennek az LC8 kolcsonhatas soran torténd valtozésanak vizsgélata segithet
jobban megérteni a MORCS3 fiziologias funkcidjat, az altala is alkotott sejtmagi szubdomének

kialakulasat.
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Osszefoglalo

Az LC8 dinein koénnytilanc egy, az eukariotakban altalanos, 10,3 kDa-os dimer csomoponti
fehérje, amely a dinein komplexben elfoglalt szerepe mellett szdmos egyéb partnerrel is
rendelkezik. Gerincesekben két paralogja van (DYNLLI1 ¢és 2), melyek szekvenciaja csak
kevéssé tér el, €s tisztazatlan koztiik a funkciondlis kiilonbség. Partnereit egy révid linearis
motivumon keresztiil koti meg, A motivum atfogé jellemzése alapjan bioinformatikai
modszerekkel j human partnereket josoltak. A lehetséges partnerek kozott talalhato a 107
kDa méretit MORC3 fehérje. A MORC3 olyan egy dimer sejtmagi fehérje, ami tartalmaz egy
coiled-coil, egy ATP-az és egy cink-ujj domént. Valoszinlileg a nuklearis szubdomének
szervezésében, fehérjék szekvesztralasaban, illetve a kromatin szervezésében ¢és
transzpozabilis elemek represszalasaban vesz részt, tovabba Kisérletesen kimutattdk a H3
hisztonhoz vald kotését is. Munkam elsddleges célja az LC8 és a MORC3 kozti kolesonhatas
bizonyitasa és a kolcsonhatas funkcidjanak felderitése volt. Els6é 1épésben GST pulldown
modszerrel igazoltam a kolcsonhatast, majd izotermalis titraciés kalorimetria révén
hatdroztam meg az interakci6 termodinamikai allandoéit €s affinitdsat. A kotészekvenciat
tartalmaz6 peptid a korabbiakban vizsgalt azonos tipus motivumokhoz hasonld
termodinamikai tulajdonsagokkal kot, a disszociacios allando értéke 1,7 puM. Szamos
korabban azonositott kotOpartnernél kimutattak, hogy az LC8 ,,molekularis kapocsként” segiti
azok dimerizaciojat, azaz stabilizalja a kotéhelyhez kozeli coiled-coil szerkezetet. A MORC3
esetében is prediktalhato az LC8 kotomotivum kozelében, attol karboxil-terminalis iranyban
coiled-coil. Cirkularis dikroizmus spektroszkopia segitségével Kimutattam, hogy a MORC3
hélixtartalma, valamint olvadaspontja kotédés hatasara nem valtozik 1ényegesen. Irodalmi
adatok alapjan az interakcio tovabbi lehetséges funkcidja a MORC3 sejtmagi importjanak
vagy szumoilacios allapotanak befolyasolasa. A jovOben tervezem, hogy sejtbiologiai
modszerekkel tovabb vizsgdlom az LC8 és a MORCS kolcsonhatas funkcigjat és sejtélettani

hatasat.
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Summary

The LC8 dynein light chain is a ubiquitious hub protein with a molecular mass of 10,3 kDa,
which besides its role in the formation of the dynein motor complex, also interacts with
numerous other protein sin a cell. It has two human paralogs (DYNLL1 and 2), with only
minor differences in their sequences and with yet unclear functional dissimilarities. LC8 binds
its partners through a consensus sequence: thus it is possible to predict previously unknown
binding partners by bioinformatical methods. One of the candidates is MORC3, a dimeric
nuclear protein with a molecular mass of 107 kDa. It consists of an ATPase, a zinc-finger and
a coiled-coil domain. Its possible functions are the formation of nuclear subdomains,
sequestration of other proteins, organizing the chromatin and the repression of several genes.
Our primary goal was to prove and characterize the interaction between LC8 and MORCS3. It
was firstly determined qualitatively by a GST pulldown assay, then using isothermal titration
calorimetry we measured the affinity and the thermodynamical parameters of the interaction.
The peptide containing the binding motif shows similar thermodynamical parameters to
previously known examples, with a dissociation constant of 1,7 uM. It was shown in the case
of several previous binding partners that LC8 acts as a ,,molecular clamp”: it helps the
dimerization of proteins by increasing the stability of a coiled-coil domain close to the LC8
binding motif. The topology of these regions is similar in MORC3 as well, so we investigated
this possibility. Using circular dichroism spectroscopy we followed the change of helix-
content and the melting temperature of the coiled-coil comparing LC8-bound and separate
MORC3. We could not find signs of stabilization in either case. According to the literature,
further possible roles of the interaction are the influencing of the nuclear import or the
sumoylation state of MORCS3. In the future I plan to investigate these other possible functions
of the relation between these two proteins and its potential effects on the already known
functions of MORC3.
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