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1. Bevezet®s 

 

Az epiteli§lis-mezenchim§lis §tmenet (EMT) eg®szs®ges sejtek eset®ben egy szigor¼an 

koordin§lt sejtszintŤ folyamat, ahol az epiteli§lis sejtek elvesztik epiteli§lis tulajdons§gaikat ®s 

emellett mezenchim§lis jellegzetess®geket nyernek. Eg®szs®ges szºvetekben az EMT-nek 

kiemelt szerepe van az embrion§lis fejlŖd®s sor§n, ®s a felnŖtt szervezetben sebgy·gyul§skor. 

Nem eg®szs®ges szºvetekben is v®gbemegy az EMT folyamata, de a k·ros EMT koordin§l§sa 

m§r kor§nt sem olyan szigor¼ l®p®seken kereszt¿l val·sul meg, mint norm§l esetben. A k·ros 

EMT-nek a tumor progresszi· sor§n a metaszt§zis k®pz®s folyamat§ban van meghat§roz· 

szerepe.   A tumorsejtekben megval·sul· EMT sor§n ¼gynevezett kºztes §llapotok is 

fenn§llnak, amelyet hibrid EMT-nek vagy r®szleges EMT-nek nevez¿nk. Ilyen (EMT-like) 

f§zisban a sejtek ¼gynevezett epitheli§s mezenchim§lis plaszticit§ssal (EMP) rendelkeznek, 

amely sor§n k¿lºnbºzŖ §llapotokat vehetnek fel ®s ko-expressz§lhatj§k az epiteli§lis ®s 

mezenchim§lis markereket egyar§nt [1]. 

1.1. Az EMT folyamata  

 

Az epiteli§lis-mezenchim§lis §tmenetnek teh§t (EMT) h§rom fŖ t²pusa ismert: az elsŖ t²pus az 

embrion§lis fejlŖd®sben (implant§ci·, gasztrul§ci·, velŖcsŖ kialakul§s) megjelenŖ, a m§sodik 

t²pus a sebgyg·gyul§s, szºvet regener§ci· folyamat§ban elŖfordul·, a harmadik t²pus a tumor 

progresszi·val ®s metaszt§zissal ºsszekapcsolhat· EMT. E folyamatok sor§n a sejtek epiteli§lis 

fenot²pusos jelleg¿k csºkken ®s mezenchim§lis tulajdons§gokat nyernek. Az EMT 

inici§ci·jakor a sejtek elvesztik az apik§lis-baz§lis polarit§sukat, mivel meggyeng¿lnek az 

epiteli§lis sejtek kºzºtti kapcsolatok (dezmosz·m§k, gap junkci·k, adherens junkci·k, tight 

junkci·), a k¿lºnbºzŖ adh®zi·s feh®rj®k transzkripci·s represszi·ja, degrad§ci·ja vagy 

relokaliz§ci·ja miatt. Tov§bb§ citoszkeleton §trendezŖd®s is tºrt®nik, mi§ltal a sejtek motilit§sa 

®s alakja megv§ltozik; lehetŖv® v§lik a dinamikus sejt elong§ci·, ¼j aktin gazdag sejt projekci·k 

alakulnak ki, amik elŖseg²tik a sejtek mozg§s§t [2]. Ilyen sejt projekci·k a lamellip·dia 

(lemezszerŤ membr§n kit¿remked®sek a motilis sejt leading edge-n), filop·di§k (t¿skeszerŤ 

membr§n kit¿remked®sek a lamellip·di§kon), invadop·di§k (dinamikus 

membr§nkit¿remked®s), aktin stressz sz§lak (stressz hat§s§ra l®trejºvŖ kontraktilis 

k®pzŖdm®nyek) (1.§bra)[3].  
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1.§bra: A sejt aktin gazdag strukt¼r§i: Lamellip·dia, filop·dia, stressz sz§lak, fok§lis adh®zi·, 

invadop·dia. (A k®p saj§t rajz a kºvetkezŖ forr§s alapj§n: [4]) 

Tov§bb§, az EMT sor§n v§ltoz§sok tºrt®nnek a jel§tviteli folyamatokban, ®s §tprogramoz·dik 

a sejtek g®nexpresszi·s profilja. Az EMT-ben szerepet j§tsz· transzkripci·s faktorok szintje 

megemelkedik, pl. Twist, Snai1, Snai2, Zeb1 szintje. Ezek koordin§lj§k az epiteli§lis g®nek 

represszi·j§t ®s a mezenchim§lis g®nek expresszi·j§t, amelyeknek hat§s§ra EMT-ben fontos 

szerepet j§tsz· feh®rj®k ²r·dnak §t. Ezek kºz® tartozik tºbbek kºzºtt a Ăcadherin switchò, ami 

azt jelenti, hogy az epiteli§lis sejtek §ltal sejtfelsz²nen expressz§lt glikoprotein, az E-cadherin 

szintje lecsºkken, helyette az N-cadherin expresszi·ja megemelkedik, ami megv§ltoztatja a 

sejtkºzºtti adh®zi·s kapcsolatokat, mivel az N-cadherin egy sokkal gyeng®bb kapcsolatot 

l®tes²t a sejtek kºzºtt, ami elŖseg²ti a sejtek mozg§s§t ®s inv§zi·j§t [5]. Az EMT-ben ugyan csak 

kiemelkedŖ szerepet j§tsz· feh®rj®k a vimentin ®s a fibronectin. A vimentin egy intermedier 

filamentumot fel®p²tŖ viszkoelasztikus feh®rje, amely t§mogatja a sejtek mozg§s§t, egy 

jel§tviteli platformot biztos²t a fok§lis adh®zi·ban (multiprotein strukt¼r§k, amelyek 
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mechanikai kapcsolatot hoznak l®tre az extracellul§ris m§trix ®s sejten bel¿li aktin kºtegek 

kºzºtt) [6]. A fibronectin (Fn1) is egy j·l ismert EMT marker, egy glikoprotein, amelynek van 

citoplazmatikus ®s szekret§lt extracellul§ris t²pusa is. Szab§lyozza a sejtek egym§shoz val· 

kapcsol·d§s§t ®s a sejtmigr§ci·t, valamint k®pes induk§lni az EMT folyamat§t [7].  

A hibrid EMT vagy r®szleges EMT fogalm§t 2020-ban pontos²tott§k [1], amelynek jelent®se 

az, hogy a sejtek egy¿ttesen expressz§lj§k az epiteli§lis ®s a mezenchim§lis markereket egyfajta 

plasztikus §llapotban (EMP),  ²gy rugalmasan mozognak az epiteli§lis-mezenchim§lis 

differenci§ci·s tengelyen, teh§t k®pesek szabadon §talakulni az egyik §llapotb·l a m§sikba 

(epiteli§lisb·l mezenchim§lisba, mezenchim§lisb·l epiteli§lisba, ezt az ut·bbi folyamatot 

MET-nek nevezz¿k)[1,8]. Az EMP tulajdons§gokat induk§lhat sz§mos faktor, mint a 

nºveked®si faktorok, a citokinek, illetve a hipoxia is, amely patol·gi§s kºr¿lm®nyek kºzºtt, pl. 

tumor szºvet belsej®ben gyakran elŖfordul· jelens®g. Mint l§that·, az EMT-ben a sejtek 

k¿lºnbºzŖ k®pess®gekkel rendelkeznek, mint p®ld§ul a motilit§s, az Ŗssejt jellegek, ezen k²v¿l 

a gy·gyszer rezisztencia [1]. A mezenchim§lis §llapot el®r®se elŖtt, az eml²tett jellemzŖk a 

k¿lºnbºzŖ tumorsejtekben folyamatosan ingadoznak az EMT folyamata sor§n, ²gy a 

tumorsejtpopul§ci· egy plasztikus heterog®n §llapotban van, ®s a tumor sejtek m§s-m§s 

f§zisban vannak, k¿lºnbºzŖ (motilit§si, Ŗssejt ®s gy·gyszer rezisztencia) potenci§llal 

rendelkeznek (2.§bra). Tanulm§nyok azt is le²rt§k, hogy az EMT induk§lhat a tumorsejtekben 

Ŗssejt tulajdons§gokat, pl. bizonyos EMT-ben szerepet j§tsz· transzkripci·s faktorok (pl. Twist, 

Snai1, Snai2) magasabb expresszi·ja elŖseg²ti az Ŗssejtes jellegekkel rendelkezŖ sejtek 

kialakul§s§t [1]. Nemr®g azt is kimutatt§k, hogy a hibrid EMT §llapotban l®vŖ sejtek nagyobb 

Ŗssejtes potenci§llal rendelkezhetnek, azokn§l a sejtekn®l, amelyek, vagy teljesen epiteli§lis, 

vagy pedig teljesen mezenchim§lis §llapotban vannak [1]. Ezzel a jelens®ggel ºsszef¿gg®sbe 

hozhat·, hogy az Ŗssejtek egy nem-elkºtelezett §llapotban vannak, amikor m®g sokf®le sejt ki 

tud alakulni belŖl¿k ®s ko-expressz§lnak alacsony szinten sz§mos transzkripci·s faktort, 

hasonl·an, mint a r®szleges-EMT f§zisban l®vŖ tumorsejtek, melyek m®g epiteli§lis ®s 

mezenchim§lis sejtt® is alakulhatnak (plasztikusak). A differenci§ci·s l®p®sek mellett az EMT-

ben, a ter§pi§s rezisztencia kialakul§sa egy m§sik fontos folyamat [1].Ugyanis kimutatt§k, hogy 

az EMT markerek magas szintŤ expresszi·ja ºsszef¿gg®sbe hozhat· a gy·gyszer rezisztens 

§llapot kialakul§s§val, illetve, hogy bizonyos ter§pi§k hat§s§ra a sejtek m®g ink§bb 

mezenchim§lis jellegeket vesznek fel. Ez®rt is kulcsfontoss§g¼ a k¿lºnf®le hibrid EMT 

§llapotok vizsg§lata, mivel ezen folyamatok alaposabb megismer®se lehetŖs®get ny¼jt arra, 

hogy hat®konyabb ®s c®lozottabb ter§pi§kat fejlessz¿nk ki ezen sejtek ellen [1,9].  
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2.§bra: Epiteli§lis-mezenchim§lis §tmenet (EMT), amely motilit§s, Ŗssejt jellegek ®s 

gy·gyszer rezisztencia szempontj§b·l dinamikusan v§ltoz· tranz²ci·s spektrumnak nevezhetŖ. 

Az EMT-markerek ingadoz§sa lehetŖv® teszi, hogy a tumor sejtek k¿lºnbºzŖ f§zisokban 

legyenek, mindegyik¿k k¿lºnbºzŖ potenci§lokkal rendelkezik, p®ld§ul motilit§s, Ŗssejt jellegek 

®s gy·gyszerrezisztencia ter®n [1,9]. (Az §bra a kºvetkezŖ forr§sb·l sz§rmaztatott 

§tszerkesztett v§ltozat:[1]) 

1.2. EMT, az embrion§lis fejlŖd®sben 

 

Az embrion§lis fejlŖd®sben sz§mos egym§st kºvetŖ EMT ®s MET l®p®s zajlik le, amely az®rt 

sz¿ks®ges, hogy kialakuljanak a v®gsŖ, speci§lisan differenci§lt sejtek ®s ²gy a szervek 

h§romdimenzi·s szerkezete. Att·l f¿ggŖen, hogy a fejlŖd®s sor§n mikor tºrt®nik 

megk¿lºnbºztet¿nk elsŖdleges, m§sodlagos ®s harmadlagos EMT-t [3]. Az embrion§lis 

fejlŖd®sben megjelenŖ EMT folyamat§ra jellemzŖ, hogy epiteli§lis sejtek teljesen §talakulnak 

mezenchim§lis sejtekk®, majd a MET folyamat sor§n szekunder epiteli§lis sejtek jºhetnek l®tre, 

®s §ltal§ban nem jellemzŖ a sejtek inv§zi·ja [10]. A hum§n embrion§lis Ŗssejtek (ESC) 

differenci§l·d§sa sor§n az E-cadherint repressz§l· transzkripci·s faktorok expresszi·ja megnŖ 

(Snai1, Snai2, Twist), megtºrt®nik a cadherin switch: E-cadherin expresszi·ja csºkken, N-

cadherin expresszi·ja nŖ, illetve a vimentin EMT marker expresszi·ja fokoz·dik [11].  

Az elsŖdleges EMT a korai embrion§lis fejlŖd®s folyamat§ban j§tsz·dik le, amikor a 

gasztrul§ci·ban a primit²v ektoderm§b·l kialakul a mezoderma (3.§bra). A gasztrul§ci·, az a 

folyamat, amikor az embri· h§rom cs²ralemeze kialakul (az ektoderma, mezoderma ®s 

endoderma), amely az egyedfejlŖd®s sor§n egy fontos esem®ny a szervek kialakul§sa 
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szempontj§b·l. A mezoderma ®s a velŖcsŖ sejtek kialakul§sa egy kulcs EMT folyamat, mivel 

ezek a sejtek sz§mos sejtt²puss§ k®pesek differenci§l·dni [3,12]. 

A m§sodlagos EMT sor§n m§r olyan mezenchim§lis sejtek alakulnak ki, amelyek csak 

bizonyos sejtekk® k®pesek differenci§l·dni (3.§bra). A korai mezoderm§lis sejtek a 

gasztrul§ci·t kºvetŖen axi§lis, paraxi§lis, intermedier ®s later§lis mezoderm§ra oszt·dnak. 

Ezek a mezoderm§lis oszt·d§sok ezut§n MET folyamat r®v®n §tmeneti h§mszºvetekk® tudnak 

kondenz§l·dni, ²gy kialakul a notokhord (gerinch¼r), a szomit§k (Ŗscsigoly§k), az urogenit§lis 

rendszer elŖfut§rai, illetve a szomatopleura (ektoderm§hoz simul· oldallemez), ®s 

visceropleura (mellh§rtya lemeze) [3,12]. 

A harmadlagos EMT-re p®lda az, amelyet az EMT ®s a MET h§rom egym§st kºvetŖ ciklusa 

jellemzi (3.§bra). ElŖszºr az EMT folyamat§ban a gasztrul§ci· sor§n a sz²v mezoderm§lis 

sejtjei jºnnek l®tre, ®s a visceropleur§ban l®vŖ sz²vprogenitor sejtek a MET r®v®n gyorsan 

k®tr®tegŤ epit®liumm§ szervezŖdnek. Ezut§n a mezenchimasejtek EMT-n kereszt¿l 

delamin§l·dnak a h§mr®tegbŖl, ²gy egy ºsszef¿ggŖ sz²v mezoderm lap jºn l®tre. V®g¿l a 

mezoderm§lis sejtek a mezoderm§lis lapon bel¿l MET r®v®n a sz²v endot®lb®l®s®t hozz§k l®tre 

[3,12].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.§bra: EMT az embrion§lis fejlŖd®sben (Az §bra a kºvetkezŖ forr§sb·l sz§rmaztatott 

§tszerkesztett v§ltozat: [8]). 

A term®szetesen megtºrt®nŖ EMT folyamatokra reflekt§l az in vitro kºr¿lm®nyek (m§trig®len 

val· nºveszt®s: ez egy olyan extracellul§ris m§trixot biztos²t a sejteknek, amely az in vivo 
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kºrnyezetre hasonl²t) kºzºtt epiteli§lis jellegekkel rendelkezŖ hum§n pluripotens Ŗssejtek 

eset®ben is megfigyelhetŖ EMT. Ugyanis ezek a hum§n pluripotens Ŗssejtek k®pesek 

sejtklasztereket l®trehozni, amelybŖl embrioid testecsk®k (EB) jºhetnek l®tre, amely az 

embrion§lis fejlŖd®s egy fontos szakasz§t mimik§lja, amikor a gasztrul§ci·ban lezajl· EMT-vel 

inici§ci·s ®s differenci§ci·s folyamat kºvetkezt®ben kialakulhat a h§rom cs²ralemez: 

endoderma, ektoderma ®s mezoderma [3].  

1.3. EMT, a tumorbiol·gi§ban 

 

A tumoros sejtekben lezajl· EMT, hasonl·an az embrion§lis fejlŖd®s sor§n megfigyelhetŖ 

EMT-hez, egy dinamikus folyamat, amelyben reverzibilis §llapotok (EMT ®s MET) 

v§ltakozhatnak §tmenetileg [5]. Azonban a tumorsejtekben a folyamat popul§ci·s szinten nem 

szab§lyozott, ²gy a heterog®n tumorban egyszerre lehetnek jelen epiteli§lis ®s mezenchim§lis 

markereket k¿lºnbºzŖ szinten expressz§l· sejtek (¼gynevezett hibrid vagy r®szleges EMT 

zajlik le), amely folyamat sor§n a tumor sejtek megŖrizhetik epiteli§lis tulajdons§gaik egy 

r®sz®t, de bizonyos fokig mezenchim§lis fenot²pust is mutatnak [9]. Ez lehetŖv® teszi sz§mukra, 

hogy bizonyos sejtek migr§ci·s k®pess®gekkel is rendelkezzenek, mikºzben a mezenchim§lis 

jellemzŖik r®v®n az extracellul§ris m§trixhoz (ECM) erŖsebben kºtŖdnek, mint egym§shoz. 

Sok tumort²pusn§l kimutatt§k, hogy a r®szleges EMT-t mutat· sejtek fokozott metasztatikus 

potenci§llal rendelkeznek, ²gy nagyobb metasztatikus kock§zatot jelentenek [10,13]. M§s 

kutat·csoport viszont azt §llap²totta meg, hogy az EMT folyamat sor§n nem minden esetben 

nºvekszik meg a sejtek migr§ci·s k®pess®ge, ®s ²gy a migr§ci· ®s az inv§zi· egym§st·l 

elk¿lºn²thetŖ folyamat lehet [14].  

Az EMT sor§n sz§mos folyamat induk§l·dhat pl.: l®trejºhetnek tumor Ŗssejtek, valamint az 

EMT stimul§lhatja az angiogenezis folyamat§t is, illetve gy·gyszer rezisztencia kialakul§s§t is 

elŖseg²theti. Ezek a folyamatok mind fontos szerepet j§tszanak a tumor kialakul§s§ban, 

progresszi·j§ban ®s a metaszt§zis k®pz®s®ben is. Az EMT folyamat sor§n az egyik legnagyobb 

kih²v§s, hogy meg§llap²tsuk, ®ppen melyik st§diumban vannak a sejtek, a hibrid/r®szleges 

EMT, vagy a reverz MET folyamata zajlik-e, amelyhez a megfelelŖ markerek azonos²t§sa 

sz¿ks®ges [5]. Ez elengedhetetlen annak ®rdek®ben, hogy a megfelelŖ ter§pi§t alkalmazhassuk. 

Az biztos, hogy tºbb tanulm§ny ºsszef¿gg®st mutatott az EMT ®s tumor progresszi· kºzºtt, 

pl.: prosztata-, t¿dŖ-, m§j-, hasny§lmirigy- ®s emlŖr§k eset®ben igazolt§k, hogy ha a 

tumorsejtek jelentŖs r®sze EMT folyamaton megy kereszt¿l,  a tumor agresszivit§sa megnŖ 

[15ï19]. 
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A felsorolt daganatt²pusok kºz¿l a t¿dŖr§k az egyik leggyakoribb rosszindulat¼ daganat, ®s 

vil§gszerte vezetŖ hal§lok. Ennek egyik oka, hogy a diagn·zis sok esetben t¼l k®sŖn tºrt®nik, 

amikor a betegs®g m§r elŖrehaladott, vagy ak§r metasztatikus st§diumban van. Egy m§sik 

fontos t®nyezŖ, hogy kev®s olyan korai diagnosztikai marker §ll rendelkez®sre, amely alkalmas 

lenne a betegs®g azonos²t§s§ra. A t¿dŖtumort k®t nagy csoportra osztj§k: kissejtes t¿dŖr§kra 

(SCLC) ®s nem kissejtes t¿dŖr§kra (NSCLC).  A t¿dŖr§kos esetek tºbb mint 80%-§®rt a nem 

kissejtes t¿dŖr§k felel, amelyet szºvettanilag tov§bbi alcsoportokra osztj§k: adenokarcin·m§ra 

(LUAD), nagysejtes karcin·m§ra (LCC) ®s laph§msejtes karcin·m§ra (LUSC) [20,21]. 

Tºbb kutat§s vizsg§lta a t¿dŖr§k ®s az EMT kºzºtti kapcsolatot [22ï27], p®ld§ul Bremnes ®s 

kutat·csoportja kimutatta, hogy az E-cadherin ®s a kateninek csºkkent kifejezŖd®se 

kedvezŖtlen progn·zissal j§r a nem kissejtes t¿dŖr§k (NSCLC) eset®ben [22]. Emellett a 

vimentin ®s a Snai1 feh®rje jelenl®t®t szint®n ºsszef¿gg®sbe hozt§k az NSCLC agressz²vebb 

fenot²pus§val [23]. Tov§bb§ az is bebizonyosodott, hogy az EMT markerek korai kifejezŖd®se 

a t¿dŖr§k fejlŖd®s®nek kezdeti szakasz§ban (p®ld§ul az IA st§diumban) a kedvezŖtlenebb 

t¼l®l®st jelezheti elŖre [24]. 

1.4. Ćllv§nyfeh®rj®k 

 

Az §llv§nyfeh®rj®k a feh®rj®k egy speci§lis oszt§ly§t k®pviselik, amelyek k¿lºnleges szerepe 

abban rejlik, hogy k®pesek tºbb partnerfeh®rj®t kºzel hozni egym§shoz, l®trehozva egy 

kapcsol·d§si platformot, ami elŖseg²ti a makromolekul§ris interakci·k kialakul§s§t [28,29]. 

Ezek a feh®rj®k §ltal§ban nem rendelkeznek enzimatikus aktivit§ssal, de jelentŖs szerepet 

j§tszanak a feh®rje-feh®rje kºlcsºnhat§sok ®s h§l·zatok szab§lyoz§s§ban. Dinamikus m·don 

k®pesek konform§ci· v§ltoz§sokon kereszt¿l menni, amelyek sz¿ks®gek is funkci·juk 

ell§t§shoz ²gy befoly§solva a jel§tviteli folyamatokat [28,29]. Ezen k²v¿l le²rt§k szerep¿ket a 

folyad®k-folyad®k f§zisszepar§ci·ban (LLPS) is. E folyamat sor§n membr§n n®lk¿li 

kondenz§tumok alakulnak ki cseppek form§j§ban. Ezek a kondenz§tumok a multivalens 

molekul§k kºzºtti kºlcsºnhat§sok r®v®n jºnnek l®tre. A feh®rj®k bizonyos dom®njei, p®ld§ul az 

SH3 dom®n ®s a prolinban gazdag mot²vumok (PRM), amelyek gyakran elŖfordulnak 

§llv§nyfeh®rj®kben, illetve a rendezetlen r®gi·kkal rendelkezŖ feh®rj®k k®pesek 

f§zisszepar§ci·ra ®s cseppek kialak²t§s§ra [30]. Kimutatt§k azt, hogy az LLPS folyamat§nak 

zavara tumorigenezishez is vezethet [30,31]. 

Az §llv§nyfeh®rj®knek sz§mos funkci·ja van (4.§bra), p®ld§ul lokaliz§lhatj§k az effektor 

feh®rj®ket a megfelelŖ helyre (a citoplazm§b·l a membr§nhoz), valamint k®pesek felerŖs²teni a 
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feh®rje jel§tviteli kaszk§dokat, p®ld§ul a kin§z jel§tviteli ¼tvonalat. Emellett ezek a feh®rj®k 

multifeh®rje komplexeket is k®pesek ºssze§ll²tani ®s stabiliz§lni, mivel egyszerre tºbb 

§llv§nyfeh®rje is kºtŖdhet egym§shoz. Ezenk²v¿l megakad§lyozhatj§k a foszforil§lt feh®rj®k 

degrad§ci·j§t, ez§ltal biztos²tva, hogy a szignaliz§ci·s kaszk§d tov§bb mŤkºdjºn. Kimutatt§k, 

hogy egyes mut§ci·k az §llv§ny feh®rj®kben k¿lºnbºzŖ betegs®gekhez kapcsolhat·k, mivel a 

mut§ns §llv§nyfeh®rj®k nem k®pesek a megfelelŖ konform§ci·s §llapotot felvenni, ²gy 

megkºtni a megfelelŖ partnereit [28,29]. Az §llv§nyfeh®rj®k kiemelt szerepet j§tszanak a vezetŖ 

hal§lt okoz· betegs®gekben: sz²v ®s ®rrendszeri (pl.: ANKRD1, IQGAP1), metabolikus ®s 

neurol·giai betegs®gekben (pl.: Ç-Arrestin, IRS1, SHANK3), illetve r§kban (pl.: Grb2, Paxilin, 

Tks4), ez®rt fontos lehet az §llv§nyfeh®rj®k molekul§ris mechanizmusainak karakteriz§l§sa, 

mivel ²gy ter§pi§s c®lpontokat is azonos²thatunk az §ltaluk szab§lyozott jel§tviteli ¼tvonalakban  

[28,29]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.§bra: Ćllv§nyfeh®rj®k funkci·i (A k®p saj§t rajz a kºvetkezŖ forr§s alapj§n: [29]). 
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1.5. A Tks4, mint multifunkcion§lis feh®rje 

 

A doktori ®rtekez®sben szereplŖ §llv§nyfeh®rje a Tks4 (g®n n®v: SH3PXD2B), amely hidat 

k®pez a nºveked®si faktor receptorok ®s az effektor jel§tviteli feh®rj®k kºzºtt [32]. A feh®rje 

enzimatikus hat§ssal nem rendelkezik, azonban sz§mos sejtszintŤ folyamat kiemelt szereplŖje. 

Szerkezet®bŖl ad·d·an (prolin gazdag r®gi·kkal (PRM) ®s n®gy SH3 dom®nnel rendelkezik, 

amelyek a leggyakoribb protein felismerŖ mot²vumok, illetve rendeztelen r®gi·val ®s egy Phox 

homology (PX) membr§nkºtŖ dom®nnel; 5.§bra) sz§mos molekula kapcsol·d§s§t teszi lehetŖv® 

(f¿ggel®k 1.t§bl§zat). A Tks4 tºbbek kºzºtt az EGF-EGFR-Src jel§tviteli ¼t r®sztvevŖje [33]. 

Az EGFR aktiv§lt Src kin§z k®pes foszforil§lni a Tks4-et tºbb poz²ci·ban (25, 373, ®s 508-as 

tirozin oldall§nc§n), amelynek hat§s§ra a jel§tviteli molekul§k Tks4-hez kºtŖdhetnek, illetve 

maga az aktiv§lt Src is k®pes a Tks4-hez kºtŖdni ®s tov§bb foszforil§lni a downstream targetjeit 

[33,34]. 

Kutat·csoportunk kimutatta, hogy a Tks4 feh®rj®nek van egy nyitott ®s egy z§rt konform§ci·s 

§llapota [34].  Z§rt §llapotban nem k®pes a membr§nhoz kºtŖdni a Tks4 (ugyanis 

intramolekul§ris kºlcsºnhat§sok r®v®n az N-termin§lis r®gi·ja be van csomagol·dva a tandem 

SH3 dom®nek ®s a potenci§lis tandem SH3-asszoci§lt mot²vum (PTAM) kºzºtti, valamint a PX 

®s a harmadik SH3 dom®nek kºzºtti kºlcsºnhat§s eredm®nyek®ppen). Nyitott (akt²v) §llapotba 

bizonyos foszforil§ci·s esem®nyek hat§s§ra ker¿lhet, ®s ²gy k®pes a membr§nhoz kºtŖdni ®s 

effektor partnereket kºtni [34]. Azonban nem tudjuk, hogy milyen meghat§rozott foszforil§ci·s 

esem®ny sz¿ks®ges a szerkezet kiny²l§s§hoz, mert a Phosphositeplus adatb§zis alapj§n nem 

csak tirozinon, de szerinen ®s theronin is k®pes foszforil§l·dni a Tks4. Ezen foszforil§ci·s 

helyekbŖl a kutat·csoportunk kiz§rta a PTAM melletti 353-as poz²ci·ban l®vŖ threonin 

foszforil§ci·s helyet, teh§t nem ezen a poz²ci·n tºrt®nŖ foszforil§ci· felelŖs a szerkezet 

kiny²l§s§®rt [34]. 
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5.§bra: Tks4 §llv§nyfeh®rje dom®njei. Phox homology dom®n (PX dom®n-zºld), SH3 dom®n 

(narancss§rga), Prolin gazdag mot²vumok (PRM-lila) ®s rendezetlen r®gi· (A k®p saj§t rajz). 

1.6. A Tks4 szerepe a pod·sz·ma ®s invadop·dia kialakul§s§ban 

 

A podosz·m§k ®s az invadop·di§k dinamikusan §trendezŖdŖ, aktinban gazdag 

membr§nstrukt¼r§k, amelyeket egy¿ttesen invadosz·m§knak nevez¿nk [35]. Ezek a 

k®pzŖdm®nyek k®pesek kapcsol·dni az extracellul§ris m§trixhoz (ECM), ®s a m§trix 

metalloprotein§zok kihorgonyz§sa r®v®n lebontani azt, ez§ltal elŖseg²tik a sejtek migr§ci·j§t. A 

podosz·m§k elsŖsorban eg®szs®ges sejtekben tal§lhat·k, p®ld§ul makrof§gokban, 

osteoclastokban, endot®lsejtekben, vaszkul§ris simaizomsejtekben, valamint szerepet j§tszanak 

az embrion§lis fejlŖd®sben is, ahol a d¼c®lc (neural crest) sejtekben fordulhatnak elŖ [36]. Ezzel 

szemben az invadop·di§k fŖk®nt tumoros sejtekben megjelenŖ strukt¼r§k. Molekul§ris 

fel®p²t®s®ben sok szempontb·l hasonl· a k®t strukt¼ra, de l®nyegi k¿lºnbs®g¿k, hogy m²g a 

podosz·m§k csak n®h§ny percig maradnak fenn §ltal§ban, addig az invadop·di§k ·r§kig is 

akt²vak maradhatnak. Emellett az invadop·di§k m®rete nagyobb, mint a podosz·m§k® [35,37].  

A podosz·ma ®s invadop·dia kialakul§sa sor§n a sejtek fok§lis adh®zi·s kapcsolatot l®tes²tenek 

az extracellul§ris m§trixszal (ECM), amelyben kulcsszerepet j§tszanak az olyan feh®rj®k, mint 

az Src, a fok§lis adh®zi·s kin§z (FAK) ®s az integrinek. Az Src feh®rje foszforil§lja az 

§llv§nyfeh®rj®ket (Tks4[38] ®s Tks5 [39]), amelyek ezt kºvetŖen a membr§nhoz 

lokaliz§l·dnak, ahol a PX dom®nj¿k r®v®n a foszfatidil-inozitol-4,5-biszfoszf§thoz (PIP2) 
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kºtŖdik. Az §llv§nyfeh®rj®ken kereszt¿l megtºrt®nik a cortactin helysz²nre toboroz§sa is 

(6.§bra). [37]. 

A sejtstrukt¼r§ban, az ºsszeszerelŖd®s f§zisban az §llv§nyfeh®rj®k sz§mos aktin-szab§lyoz· 

feh®rj®vel, p®ld§ul az Nck1/2, a Grb2 ®s az N-WASP feh®rj®kkel k®pesek kºlcsºnhat§sba l®pni, 

m²g a cortactin olyan feh®rj®ket is vonz a komplexbe, mint az N-WASP, Arp2/3, WIP ®s 

dynamin, amelyek kºz¿l n®h§ny ak§r ºsszekºtŖ h²dk®nt is szolg§lhat a Tks5 ®s a cortactin 

kulcsfontoss§g¼ feh®rj®k kºzºtt (6.§bra). A foszforil§ci·s esem®nyek, k¿lºnºsen a Tks5 ®s 

cortactin foszforil§ci·ja, kritikusak mind az invadop·dia ®s a podosz·ma strukt¼r§k 

kialakul§s§ban [37]. A cortactin eset®ben a foszforil§ci· (amit az Src, ERK, vagy PAK enzim 

v®gezhet) meghat§rozza, hogy mely partnerfeh®rj®kkel l®p kapcsolatba. P®ld§ul, a tirozin-

foszforil§ci· elŖseg²ti az aktin polimeriz§ci·j§t, nem lez§rt (barbed end) v®geinek k®pzŖd®s®t 

®s az invadop·dia kialakul§s§t az§ltal, hogy lev§lik a cofilinrŖl, amely g§tolja az 

podosz·ma/invadop·dia k®pzŖd®s®t [37]. 

Az ®r®si folyamat sor§n a Tks4 is bekapcsol·dik a komplexbe, ®s a cortactinnal kºlcsºnhatva 

koordin§lj§k bizonyos m§trixmetalloprote§zok, p®ld§ul az MMP-2 ®s MMP-9 lokaliz§ci·j§t, ®s 

elŖseg²tik az MT1-MMP megfelelŖ lokaliz§ci·j§t ®s elhelyezked®s®t az invadop·diumok vagy 

podosz·m§k cs¼cs§n (6.§bra). ĉgy k®pesek az ECM degrad§ci·j§ra, ami elŖseg²ti a sejtek 

inv§zi·j§t vagy migr§ci·j§t [37].  Emellett pedig M. D. Buschman et al. ®s kutat·csoportja 

kimutatta, hogy a Tks4 fontos a podosz·ma kialakul§s§nak folyamat§ban, ugyanis k²s®rleteik 

alapj§n a Tks4 hi§ny§ban a funkcion§lis podosz·ma kialakul§sa nem megy v®gbe, hipot®zis¿k 

szerint a Tks4 sz¿ks®ges az aktin polimeriz§ci·j§nak stabiliz§l§s§hoz ebben a strukt¼r§ban [38]. 

Ugyancsak kimutatt§k, hogy mind a Tks4 vagy Tks5 hi§ny§ban a hum§n melan·ma sejtekben 

csºkken az invadop·dia strukt¼r§k sz§ma [40]. A cortactin ®s F-actin mellett [37], a Tks4 ®s 

Tks5 is invadop·dia markerk®nt ker¿lt be az irodalmi adatokba [41ï44], gyakran haszn§lj§k az 

invadop·dia jelenl®t®nek kimutat§s§ra a legk¿lºnbºzŖbb k²s®rleti rendszerekben. 
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6.§bra: Az invadosz·ma molekul§ris strukt¼r§ja (Az §bra forr§sa: [45]). 

Ahogy fentebb is le²rtam az invadop·di§nak a tumor sejtek inv§zi·j§ban ®s disszemin§ci·j§ban 

van szerepe, ²gy a kulcs invadop·dia szab§lyoz· feh®rj®k hi§ny§nak/mut§ci·j§nak/expresszi·s 

zavar§nak kºvetkezt®ben egyes tumorok progresszi·ja is felgyorsul [40,46]. A tumorbiol·giai 

vizsg§latok mellett, a Tks4 podosz·ma szervezŖ funkci·j§nak mŤkºd®si zavarait a 

szakirodalomban ºsszekapcsolt§k a korai fejlŖd®s sor§n fell®pŖ zavarokkal, ami ¼j utakat 

nyithat a fejlŖd®si rendelleness®gek meg®rt®s®ben ®s kezel®s®ben [35,47,48]. 
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1.7. Tks4 orvosbiol·giai vonatkoz§sai 

 

Frank-Ter-Haar szindr·ma (FTHS) 

A Tks4 homozig·ta mut§ci·ja egy ritka, velesz¿letett fejlŖd®si rendellenes®ghez vezet, a Frank-

Ter Haar szindr·m§hoz. Eddig 40 p§cienst azonos²tottak Frank-Ter-Haar szindr·m§val, 

amelybŖl 20 beteg eset®ben mutattak ki Tks4 mut§ci·t. EbbŖl a 20 p§ciensbŖl 19 eset®ben 

homozig·ta mut§ci·t ²rtak le, ®s egy esetben pedig heterozig·ta mut§ci·t (ami azt jelenti, hogy 

a k®t all®lon elt®rŖ a mut§ci·) azonos²tottak [47,49,58,59,50ï57]. A mut§ci·k tºbb helyen is 

elŖfordulhatnak a Tks4 g®nben, p®ld§ul a PX dom®nben, vagy a m§sodik ®s harmadik SH3 

dom®n kºzºtt jelennek meg, illetve elŖfordulhat olyan del®ci·s esem®ny, amelynek hat§s§ra 

nem-teljes hossz¼s§g¼ feh®rje jºn l®tre a 13.exon del®ci·ja miatt, illetve olyan esem®nyt is 

le²rtak, ahol az eg®sz g®n del®ci·ja tºrt®nt meg [59]. A mut§ci·k okozhatnak stop kodonokat a 

szekvenci§ban, illetve kereteltol·d§st is, ²gy funkcion§lis feh®rje nem jºn l®tre. A FTHS-ben 

®rintett csal§dokban dokument§lt v®rrokons§g §ll fenn, amit bizony²t az is, hogy a beteg 

gyerekekben mindk®t all®lon ugyanazt a mut§ci·t azonos²tott§k. K®t p§ciens eset®ben nem 

fedeztek fel v®rrokons§got: egy marokk·i csal§dn§l [58] ®s egy ºrm®ny csal§dn§l [59]. Az 

ºrm®ny csal§dn§l azonban (hasonl·an v®rrokons§gban l®vŖ csal§dokn§l) homozig·ta mut§ci·t 

azonos²tottak, val·sz²nŤleg az®rt, mivel ugyanazon kis etnikai csoportb·l sz§rmaznak [59]. A 

marokk·i csal§db·l sz¿letett kisgyermekn®l azonos²tott§k eddig az egyetlen heterozig·ta 

mut§ci·s mint§zatot [58]. Az ®rintett gyermekek t¿netei kºz® tartoznak a koponya- ®s 

csontdeformit§sok (7.§br§n l§that·): gºrb¿lt ®s megrºvid¿lt csontok, kid¿lledŖ szemek, 

fogazati rendellenes®gek, valamint szem-(glauk·ma) ®s sz²vprobl®m§k (billentyŤ ®s szeptum 

defektusok). Az FTHS-ben szenvedŖ gyermekek §ltal§ban korai gyermekkorban elhal§loznak 

s¼lyos sz²vrendellenes®gek miatt [32,47].   
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7.§bra: K®t FTHS beteg esettanulm§nya a csontfenot²pus bemutat§s§ra (A) Rºntgenfelv®telek 

egy FTHS-ben szenvedŖ kisgyermekrŖl (p§r h·napos), ahol homozig·ta Tks4 g®nmut§ci· (a 

k®t all®lon ugyanaz a mut§ci·s mint§zat tal§lhat·) §llt fenn. A felsŖ k®p koponya rºntgen k®p, 

ahol sz®les el¿lsŖ homlokcsont l§that·. A kºz®psŖ k®pen a mellkas ®s a tºrzs l§that·, ahol 

gerincferd¿l®s azonos²that·. Als· k®pen a l§bujjak ®s ujjak deformit§sa, megrºvid¿l®se 

figyelhetŖ meg (A k®pek forr§sa: [59]). (B) M§sik FTHS beteg bemutat§sa (2 ®ves), akinek a 

Tks4 heterozig·ta mut§ci·ja (a k®t all®lon elt®rŖ mut§ci·s mint§zat) volt jelen. A felsŖ k®pen a 
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koponyafelv®telen, hasonl·an, mint az A esettanulm§ny eset®ben, sz®les el¿lsŖ homlokcsont 

l§that·. A kºz®psŖ k®pen, hasonl·an az A esettanulm§nyhoz gerincferd¿l®s figyelhetŖ meg. Az 

als· k®pen, az als· v®gtagok rºntgenfelv®tel®n a hossz¼ csontok gºrb¿lte ®s megrºvid¿l®se 

l§that· (A k®pek forr§sa: [58]). 

£rdekes m·don a kutat·csoportok §ltal l®trehozott Tks4 g®nhi§nyos egerek fenot²pusa ®s a 

beteg gyermekeken ®szlelt elv§ltoz§sok jelentŖs hasonl·s§got mutatnak (8.§bra), ami 

al§t§masztja, hogy mindk®t fajban a Tks4 mut§ci· az egyed¿li oka a szindr·ma kialakul§s§nak 

[47,48,60]. Kutat·csoportunk a Tks4-KO eger¿nket felhaszn§lva kimutatta, hogy a Tks4-nek 

fontos szerepe van a zs²r ®s csontir§ny¼ sejtdifferenci§ci·s folyamatokban [32]. A Tks4-KO 

eg®rmodell vizsg§lata arra is r§mutatott, hogy Tks4 hi§ny§ban a csont szerkezet elt®r az 

eg®szs®gestŖl, csontritkul§shoz hasonl· csont architekt¼ra v§ltoz§sok k²s®rik, amit egy Tks4-

KO eg®r csont CT vizsg§lat§val meg is erŖs²tett csoportunk egy tºrºk csoporttal kooper§ci·ban 

(8B §bra) [61]. Azonban jelenleg a Tks4 mut§ci· hat§s§nak pontos molekul§ris mechanizmusa 

m®g nincs teljes m®rt®kben felder²tve, csak irodalmi adatok alapj§n felt®telezz¿k, hogy az 

oszteoblasztok elŖalakjaik®nt is funkcion§l· mezenchim§lis Ŗssejtek (MSCk) csºkkent 

differenci§ci·s k®pess®ge okozhatja az FTHS csontfenot²pust. A folyamat jobb meg®rt®s®t 

seg²thetn®, egy in vitro hum§n Tks4-KO embrion§lis Ŗssejtvonal, amely modellezn® a Tks4-

mut§ci· §ltal kiv§ltott megv§ltozott sejtdifferenci§ci·s mechanizmusokat. 
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8.§bra: FTHS eg®r modell. (A) A vad (WT) ®s Tks4-KO eg®r ºsszehasonl²t§sa, ahol a Tks4-

KO eg®r l§that·an kisebb, mint az ugyanannyi idŖs WT p§rja (A k®p forr§sa: [60]). (B) 3D CT 

k®pek, a 8 h·napos WT ®s Tks4-KO eg®r combcsontj§r·l (femur), amely sor§n a Tks4-KO 

egerekben egy csontritkul§shoz hasonl· csont architekt¼r§t figyelhet¿nk meg (A k®p forr§sa: 

[61]). (C) 2 h·napos egerekrŖl k®sz¿lt rºntgenfelv®telek, ahol a Tks4-KO eg®rn®l 

gerincferd¿l®s l§that·, hasonl·an mint az FTHS betegekn®l (A k®p forr§sa: [47]). 

Tks4 szerepe a k¿lºnbºzŖ r§kt²pusokban 

A tudom§nyos kºztudatban tumorbiol·giai szempontb·l a Tks4 feh®rj®nek a r§ksejtek 

invadop·dia k®pz®sben betºltºtt szervezŖ, stabiliz§l· szerepe a legelfogadottabb. £n is erre 

t®rtem ki legink§bb a bevezet®sben. A Tks4 funkci·it r®g·ta kutat· Sara Courtneidge laborja is 

sz§mos cikk®ben a Tks4 invadop·dia-k®pzŖ, sejtmotilit§st szab§lyoz· szerep®t vizsg§lta ®s 

emelte ki [37,45]. Legut·bb, m®g Iizuka ®s kutat·csoportja is kimutatta, hogy a Tks4-nek fontos 

szerepe lehet melan·ma progresszi·ban, val·sz²nŤleg az invadop·dia form§ci·n kereszt¿l, amit 

in vivo k²s®rletekkel is bizony²tottak [40]. Azonban kutat·csoportunk ²rta le elŖszºr, hogy a 
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Tks4-nek az EMT-szerŤ folyamatok kialak²t§s§ban is szerepe van. Szeder et al. egy Tks4 

hi§nyos vastagb®lr§ksejtvonalat (HCT116) §ll²tott elŖ, ®s a Tks4-KO sejtek fenotipiz§l§sa sor§n 

kider¿lt, hogy a megv§ltozott sejtek motilit§si tulajdons§gain t¼l, epiteli§lis ®s mezenchim§lis 

marker expresszi·s k¿lºnbs®gek is kialakultak Tks4 ki¿t®s hat§s§ra. ŕ vetette fel elŖszºr, hogy 

a Tks4 tºbb, mint invadop·dia marker feh®rje, mint ahogy az irodalomban ez sz®les kºrben 

elterjedt [62]. Tov§bb vizsg§lva ezt a jelens®get Tantos Ćgnes csoportja is igazolta, hogy a Tks4 

ki¿t®s megv§ltozott transzkript·mhoz vezetett nemcsak a feh®rje k·dol· mRNS-ek szintj®n, de 

a hossz¼ nem-k·dol· RNS-ek (lncRNS) csoportj§ban is, ugyanis bemutatt§k, hogy sz§mos 

tumor progresszi·ban r®sztvevŖ mRNS ®s lncRNS szintje megv§ltozott a Tks4-KO 

vastagb®lr§k sejtekben a vad t²pus¼ sejtekhez k®pest [63]. Szekven§l§si vizsg§lat teh§t 

bizony²totta a Tks4 tºbbr®tŤ, az EMT folyamat§t befoly§sol· funkci·j§t az invadop·dia k®pzŖ 

funkci·j§n t¼l [63]. Kurilla Anit§val dolgoztunk egy¿tt annak meg®rt®se c®lj§b·l, hogy a Tks4 

milyen ¼tvonalakon kereszt¿l k®pes az EMT-szerŤ folyamatokat befoly§solni. 2023-ban 

kºzºlt¿k is azt a (g®ncsendes²t®ses ®s overexpresszi·s k²s®rleteken alapul·) munk§nkat, 

melyben bemutatjuk, hogy a Tks4-CD2AP kapcsolatnak lehet ir§ny²t· szerepe a vastagb§lr§kos 

sejtek EMT folyamataiban [64]. Ezen munk§kkal p§rhuzamosan elindult a Tks4 biomarkerk®nt 

val· hasznos²t§s§nak a kutat§sa m§s kutat·csoportok §ltal is. P®ld§ul Zhu ®s mtsai kimutatt§k, 

hogy a Tks4 magas expresszi·ja biomarkerk®nt szolg§lhat gyomorr§k eset®n, ®s hogy a Tks4 

kulcsszerepet j§tszhat a sejtek migr§ci·j§nak, prolifer§ci·j§nak, az immunsejtek 

infiltr§ci·j§nak ®s a gy·gyszer®rz®kenys®g szab§lyoz§s§ban [65]. A Tks4 prognosztikai 

markerk®nt val· felhaszn§lhat·s§g§t hepatocellul§ris karcin·m§ban Kui ®s mtsai vetett®k fel, 

mivel a Tks4 g®n kifejezŖd®se ebben a daganatt²pusban megemelkedik ®s kimutatt§k, hogy a 

Tks4 magasabb expresszi·ja a rosszabb t¼l®l®ssel korrel§l [66]. Felmer¿lt teh§t 

munkacsoportunkban, hogy ha a Tks4 tºbb, mint egy invadop·dia organiz§l· §llv§nyfeh®rje, 

®s az EMT folyamat§ra is hat§ssal van, vajon akkor az eddig nem vizsg§lt tumorok eset®n is 

kimutathat·-e az EMT-szerŤ megv§ltozott fenot²pus Tks4 ki¿t®s hat§s§ra. Tov§bb§, hogy 

magas vagy alacsony Tks4 expresszi· jelenik-e meg a k¿lºnbºzŖ tumorok progresszi·ja sor§n? 

£rdemes lenne-e biomarker ir§ny¼ felhaszn§lhat·s§g szempontj§b·l is megvizsg§lni a Tks4-et 

m§s, epidemiol·gialag jelentŖs tumort²pus eset®n is?  

Ezen a gondolatmeneten elindulva, ®rdeklŖd®s¿nk a t¿dŖtumorok fel® fordult. Zhang ®s mtsa 

kimutatta, hogy a t¿dŖr§k egyik megelŖzŖ §llapot§ban a kr·nikus obstrukt²v t¿dŖbetegs®gben 

(COPD) a Tks4 egyike a kºzponti szignaliz§ci·s (hub) g®neknek, melynek szintje megv§ltozik 

a betegs®g sor§n [67]. Tov§bb§ a t¿dŖr§k eset®ben m§r kimutatott szerepe van az EMT 
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folyamat§nak [22ï27], a megnºvekedett EMT marker expresszi· rosszabb progn·zissal 

korrel§lt t¿dŖr§kos esetekben [68]. ¥sszefoglalva teh§t hipot®zis¿nk szerint a Tks4-nek lehet 

szerepe a t¿dŖr§kos EMT folyamatok szab§lyoz§s§ban ®s ®rdemes megvizsg§lni, hogy 

biomarkerk®nt is felhaszn§lhat·-e t¿dŖtumorok azonos²t§s§ra. 

1.8. LehetŖs®gek a Tks4 interakci·s vizsg§lat§hoz 

 

Az §llv§nyfeh®rj®k §ltal§noss§gban molekul§ris kapcsol·kk®nt mŤkºdnek a sejten bel¿li 

jeltov§bb²t· rendszerekben. Az§ltal, hogy k®pesek megkºtni tov§bbi feh®rj®ket melyek 

k¿lºnbºzŖ szignaliz§ci·s kaszk§dokhoz tartozhatnak, jel erŖs²tŖ vagy jel gyeng²tŖ l®p®sek 

tºrt®nnek a fizikai ºsszekapcsol·d§s/molekul§ris kºzels®g hat§s§ra. A Tks4 §llv§nyfeh®rje 

dom®nszerkezete (SH3 dom®nek ®s prolin gazdag r®gi·k) lehetŖv® teszi, hogy m§s 

§llv§nyfeh®rj®kkel is ºsszekapcsol·djon, ez§ltal m®g tºbb feh®rje-feh®rje interakci· jºjjºn l®tre 

lok§lisan a membr§n alatti r®gi·ban. Ugyanakkor partnerfeh®rj®i lehetnek a jeltov§bb²t§s v®gsŖ 

kimenetel®t is befoly§sol· effektor faktorok/feh®rj®k, melyek a Tks4-hez asszoci§lva 

aktiv§l·dhatnak, kin§zokkal/foszfat§zokkal l®tes²thetnek kapcsolatot vagy az aktin sz§lakhoz 

kºtŖdhetnek. Ennek a szºvev®nyes jeltov§bb²t§st kºzvet²tŖ h§l·zatnak a felt®rk®pez®shez az 

interaktomikai m·dszertan§t lehet seg²ts®g¿l h²vni. A hagyom§nyos interaktomika legtºbbszºr 

kvalitat²v betekint®st ny¼jt a szignaliz§ci·s h§l·zatok egy-egy pontj§ba, felfedve a 

csom·pontokat ®s a feh®rje-feh®rje kapcsolatokban r®sztvevŖ kritikus komponenseket. A Tks4 

kºr® szervezŖdŖ biol·giai h§l·nak a szerkezete m®g nincs felder²tve, pedig §llv§nyfeh®rje 

szerepe m§r r®g·ta ismert. Az interaktomika ¼j eszkºzei lehetŖv® teszik, hogy a Tks4 

kºz®ppont¼ -ak§r betegs®gekhez is kºthetŖ - h§l·zati elemeknek, vagyis a Tks4 

partnerfeh®rj®knek a vizsg§lat§t elv®gezz¿k.  

A szignaliz§c·s l®p®sek nem-kovalens, sokszor tranziens kapcsolatokon kereszt¿l val·sulnak 

meg, melyekrŖl ñpillanat k®peketò kaphatunk, ha az aktu§lis feh®rje-feh®rje kºlcsºnhat§sokat 

kimutatjuk. Ilyen m·dszer p®ld§ul az immunprecipit§ci· [69]. IP-vel a c®lfeh®rj®t, jelen esetben 

a Tks4-et ellenanyaggal fedett Sepharose gyºngyºkkel elk¿lºn²thetj¿k a sejtek liz§tum§b·l. Ha 

a nem-t¼ltermeltetett, endog®n Tks4-et ilyenkor megvizsg§ljuk, akkor az IP mint§ban a Tks4 

m®g egy¿tt van a vele komplexet k®pezŖ term®szetes partnerfeh®rj®ivel. Ezt az §llapotot 

kihaszn§lva, elk¿ldhetj¿k a Tks4-IP mint§t tºmegspektrometri§s m®r®sre, hogy a Tks4-el 

interakci·ban l®vŖ feh®rj®k list§j§t kimutassuk [70]. A Tks4-IP minta ºsszet®tele megmutatja, 

hogy milyen feh®rj®k §llnak kºzvetlen vagy kºzvetett kapcsolatban a Tks4-gyel. Ahhoz, hogy 

az MS m·dszerrel m®rt Tks4-gyel val· interakci·t bizony²tsuk is, a Tks4-IP mint§t Western blot 
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technik§val is megvizsg§ljuk. Az MS mint§kban azonos²tott partnerek jelenl®t®t valid§lhatjuk 

partnerfeh®rje-specifikus ellenanyagok haszn§lat§val. M§sik megkºzel²t®s az interakci· 

jelenl®t®nek kimutat§s§ra az in situ sejtben val· k®t feh®rje kºzels®g®nek kimutat§sa. Lehet egy 

p®lda ilyen t²pus¼ m·dszerre a Duolink Proximity Ligation Assay (PLA)[71], mely sor§n k®t 

elsŖdleges ellenanyagot haszn§lunk a fix§lt sejteken: az egyik ellenanyag §ltal§ban ny¼lban 

termeltetetett ®s specifikus a Tks4-re, a m§sik ellenanyag §ltal§ban eg®rben termeltetett ®s 

specifikus az MS m®r®sben azonos²tott ¼j partner feh®rj®re. A m§sodlagos ellenanyagok (anti-

ny¼l ®s anti-eg®r) fluoreszcens DNS sz§llal jelºltek, melyek csak akkor kapcsol·dnak ºssze ®s 

adnak jelet, ha a k®t m§sodlagos ellenanyag <40 nm t§vols§gra van. Ennek a m·dszernek az 

elŖnye, hogy a fix§lt ®s egy komplexben l®vŖ feh®rj®k nem mos·dnak le, szemben a IP-WB 

m·dszerrel, ahol a mos§si l®p®sek mind elt§vol²thatj§k a kºtŖpartnereket.  

Molekul§ris szinten is vizsg§lhatjuk a k®t feh®rje kapcsolat§t ®s predikci·kat tehet¿nk az 

interakci·s felsz²nekre, mivel az AlfaFold fejlŖd®s®vel egyre pontosabban tudjuk a feh®rj®k 

szerkezet®t modellezni. Rendelkez®s¿nkre §llnak adatb§zisok is, ahol a m§r ismert kºtŖ 

mot²vumok, rºvid konzerv§lt line§ris szekvenci§k vizsg§lhat·k az eg®sz proteomban [72,73]. 

Ezekben az adatb§zisokban kereshet¿nk azzal a c®llal, hogy a partnermolekul§kban a kºt®si 

felsz²nt beazonos²tsuk ®s a kapcsolatot felder²ts¿k az interakci·s mot²vumok megkeres®s®vel. 

Mivel ilyen ir§ny¼ k²s®rleteket m®g nem v®geztek Tks4 feh®rj®n ez®rt munk§m sor§n a 

rendelkez®sre §ll· proteomikai m·dszereket felhaszn§ltam a Tks4 kºr® form§l·d· interakci·s 

h§l·zat felt®rk®pez®s®hez. 
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2. C®lkitŤz®sek 

 

A doktori munk§m c®lja az volt, hogy felt§rjam, hogyan hat§rozza meg a Tks4 §llv§nyfeh®rje 

a jel§tviteli folyamatokat norm§l ®s daganatos sejtekben, valamint annak vizsg§lata, hogy 

milyen szerepet j§tszik a Tks4 az EMT folyamat§ban, mely alapvetŖ jelentŖs®ggel b²r mind az 

embrion§lis fejlŖd®sben, mind a tumorbiol·gi§ban.  

C®lok (9.§bra): 

π Egy Tks4-hi§nyos embrion§lis Ŗssejt modell l®trehoz§sa, a Tks4 feh®rje hum§n embrion§lis 

fejlŖd®sben betºltºtt szerep®nek ®s a Frank-Ter Haar szindr·ma molekul§ris 

mechanizmusainak felt§r§s§hoz 

π Tks4 §llv§nyfeh®rje szerep®nek vizsg§lata tumoros sejtekben egy Tks4-hi§nyos in vitro 

t¿dŖtumor modell seg²ts®g®vel 

π EMT folyamat tanulm§nyoz§sa az elŖ§ll²tott Tks4-KO sejtvonalakban, norm§l ®s 

t¿dŖtumoros sejtekben 

π Az EMT mechanizmus§nak pontosabb meg®rt®se ®rdek®ben a Tks4-kºz®ppont¼ 

molekul§ris h§l·zat felt®rk®pez®se ®s eddig m®g nem ismert Tks4 partnerfeh®rj®k 

azonos²t§sa 

π A Tks4 expresszi·s szintj®nek vizsg§lata t¿dŖtumoros esetekben, hogy felder²ts¿k a Tks4 

biomarkerk®nt val· alkalmaz§s§nak lehetŖs®geit 

 

 

9. §bra: C®lkitŤz®seim: a Tks4 szerep®nek §tfog· vizsg§lata.  
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3. Anyagok ®s m·dszerek 

 

Ebben fejezetben a doktori kutat§som §ltal alkalmazott m·dszereket mutatom be. Azokat a 

k²s®rleteket, amelyeket egyed¿l v®geztem egyessz§m elsŖ szem®lyben ²rtam, ahol a 

kutat·csoport tagjainak seg²ts®g®vel v®gezt¿k a k²s®rletet azt tºbbessz§mmal jelºltem. 

Amennyiben a kutat·csoporton k²v¿li szem®ly seg²tett az adott szem®ly neve felt¿ntet®sre 

ker¿lt. 

3.1. Sejtkult¼r§k 

 

A vad ®s Tks4-KO HUES9 sejtvonalakat a HUN-REN, TTK Hum§n Pluripotens ŕssejt 

Laborat·rium§ban teny®sztette Dr. Ap§ti Ćgota csoportja. A vad t²pus¼ HUES9 embrion§lis 

Ŗssejtvonalat (Douglas Melton (HHMI) bocs§totta rendelkez®s¿nkre) az etikai 

j·v§hagy§soknak megfelelŖen kezelt®k (HuES9 NIH j·v§hagy§s NIHhESC-09-0022 ®s 

Eg®szs®g¿gyi Kutat§si Tan§cs, Hum§n Reprodukci·s Bizotts§g Magyarorsz§gon (Eg®szs®g¿gyi 

Tudom§nyos Tan§cs, Hum§n Reprodukci·s Bizotts§g, ETT HRB) j·v§hagy§si sz§m: 

6681/2012-EHR. HUES9). A vad HUES9 sejtvonalat ®s az ebbŖl elŖ§ll²tott Tks4-KO HUES9 

sejtvonalakat M§trig®l (Corning, Corning, NY, USA) bevonat¼ flask§kban teny®sztett®k 

mTeSR1 m®diummal (Stemcell Technologies, Vancouver, Kanada), ®s Accutase (Thermo 

Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) seg²ts®g®vel passz§lt§k.  A sejteket kariotipiz§l§sra 

k¿ldt®k UD-GenoMed Medical-hoz.  

A vad t²pus¼ A549 hum§n t¿dŖ adenokarcin·ma sejtvonalat (Sz¿ts D§vid csoportj§t·l /HUN-

REN, TTK Genomstabilit§s Kutat·csoport/ kaptuk) ®s az ebbŖl l®trehozott Tks4-KO sejteket 

F12K m®diummal tartottam fent, amely 10% FBS-t ®s 0.5% Penicillint (10 000 units) 

/Streptomycint (10 mg) (Merck, Sigma-Aldrich, Cat.: P0781) tartalmazott ®s TrypLE oldattal 

(ThermoFisher Scientific, Gibco, Cat.: 12605028) passz§ltam. A vad t²pus¼ ®s Tks4-KO A549 

sejtvonalak DNS profilj§t short tandem repeat (STR) marker anal²zissel ellenŖriztem a 

Microsynth AG labor seg²ts®g®vel. Az alacsony (3%) oxig®n koncentr§ci·s k²s®rlethez a 

sejteket hipoxi§s kamr§ba helyeztem, ahol 3 napon §t inkub§ltam Ŗket ®s ezek ut§n RNS-t ®s 

feh®rj®t izol§ltam k®sŖbbi RT-qPCR ®s Western blot k²s®rletekhez. 

A tºmegspektrometriai interakci·s anal²zishez az A549 sejtek mellett, HCT116, MCF7, HPAC 

®s N87 sejteket haszn§ltunk, amelyeket csak az anal²zis idej®n teny®sztett¿nk. A HCT116 

vastagb®lr§k sejtvonalat MCoysô5A m®diumba (Thermofisher Scientific, Gibco, Cat.: 

26600023), az MCF7 emlŖr§k sejtvonalat DMEM m®diumba (Thermofisher Scientific, Gibco, 
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Cat.: 11960085), a HPAC hasny§lmirigyr§k sejtvonalat DMEM/F12 m®diumba (Thermofisher 

Scientific, Gibco, Cat.:31330095), az N87 gyomorr§k sejtvonalat RPMI 1640 m®diumba 

(Thermofisher Scientific, Gibco, Cat.: 72400054) tartottuk fent 100 mm petri cs®sz®n. Minden 

m®diumot 10% FBS-sel (Thermofisher Scientific, Gibco, Cat.: 16000044) ®s 0,5% Penicillin 

(10 000 egys®g) /Streptomicinnel (10 mg) (Merck, Sigma-Aldrich, Cat.: P0781) eg®sz²tett¿nk 

ki ®s a sejteket 37ÁC-on ®s 5% CO2 mellett teny®sztett¿k sejtteny®sztŖ inkub§torban. 

Az IP-WB, ICC ®s PLA m®r®sekhez az A549 mellett, k®t m§sik t¿dŖr§kos sejtvonalat 

haszn§ltam: HOP-92 (hum§n t¿dŖ nem kissejtes karcin·ma) ®s NCI-H460 (hum§n t¿dŖ 

nagysejtes karcin·ma). A sejtvonalakat F¿redi Andr§s (HUN-REN, TTK 

Gy·gyszerrezisztencia Kutat·csoport) bocs§totta rendelkez®s¿nkre. A k²s®rletek rºvid idej®re 

a HOP-92, NCI-460 sejtvonalakat 37ÁC-on, 5% CO2 mellett sejtteny®sztŖ inkub§torban 

teny®sztettem, ®s RPMI 1640 m®diumot (Thermofisher Scientific, Gibco, Cat.: 72400054) 

haszn§ltam, amelyet 10% FBS-sel (Thermofisher Scientific, Gibco, Cat.: 16000044) ®s 0,5% 

Penicillin (10 000 egys®g) /Streptomicinnel (10 mg) (Merck, Sigma-Aldrich, Cat.: P0781) 

eg®sz²tettem ki. 

3.2. Tks4-KO sejtvonalak l®trehoz§sa CRISPR-Cas9 m·dszerrel 

A vad t²pus¼ HUES9 sejteket pCMV-Cas9-GFP_SH3PXD2B (Sigma-Aldrich) Amaxa 

Nucleofector A-23 programj§val ®s a Human Stem Cell NucleofectorÊ Kit (Lonza, Basel, 

Sv§jc) seg²ts®g®vel transzfekt§lta Dr. Ap§ti Ćgota kutat·csoportja. A sejteket ezut§n M§trig®l 

bevonat¼ plateken mTeSR1 m®di§ban tartott§k fent. K®t nappal a nukleofekci· ut§n a GFP-

pozit²v sejteket fluoreszcencia-aktiv§lt sejt szortol§ssal (Attune FACSARIA III sorter) 

v§logatt§k egy 96 well plate-re; 1  GFP+ sejt /well egysejt kl·noz§s c®lj§b·l. 

A vad t²pus¼ A549 sejteket pCMV-Cas9-GFP_SH3PXD2B (Sigma-Aldrich) transzfekt§ltam 

FUGENE transzfekci·s reagenssel (Promega, Cat.: E2311). 24 ·r§t kºvetŖen a GFP-pozit²v 

sejteket szortoltuk fluoreszcencia-aktiv§lt sejt szortol§ssal majd wellenk®nt egy sejtet 

v§logattunk ki egy 96 well plate egy well®be. A fluoreszcencia-aktiv§lt sejt szortol§st (FACS) 

Dr. V§radi Gyºrgy seg²ts®g®vel v®gezt¿k a HUN-REN, TTK Ćraml§si Citometria 

Laborat·rium§ban. 

Ezekut§n mind az A549 ®s HUES9 sejteket a 96-well platen teny®sztett¿k, amikor megfelelŖ 

konfluenci§t el®rtek (legal§bb 40-50%), akkor a sejtekbŖl genomi§lis DNS-t izol§ltam 

genotipiz§l§s c®lj§b·l Phire Tissue Direct PCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific) kittel. 

Mindk®t sejtvonal eset®ben tºbb mint, 20 kl·nt siker¿lt felszapor²tanom. A guide RNS ter¿let®t 
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lefedŖ szakaszt Tks4-specifikus primerekkel felamplifik§ltam PCR-rel, majd 1%-os agar·z 

g®len ellenŖriztem a potenci§lisan m·dos²tott DNS szakaszt, amely 1400 bp kºr¿li s§vot adott 

a g®len. Ahhoz, hogy a Tks4-KO kl·nokat kiv§logassam a kºvetkezŖ l®p®sben a felamplifik§lt 

PCR term®ket T7 endonukle§z essz®vel ellenŖriztem. A T7 endonukle§z abban az esetben has²t, 

ha mismatch tºrt®nt a nukleotid sorrendben, teh§t ha a Cas9 enzim has²tott ®s t®vesen random 

nukleotid(ok) ®p¿lt(ek) be vagy ha del®ci· tºrt®nt a szekvenci§ban, ilyenkor a T7 endonukle§z 

k¿lºnbºzŖ m®retŤ fragmenteket eredm®nyez a vad t²pus¼ szekvenci§hoz hasonl²tva. Az 

eset¿nkben az ampfilik§lt r®gi· (1400 bp) kºzep®n tal§lhat· a Cas9 has²t·hely ²gy, ha 

m·dosul§s tºrt®nt a nukleotid sorrendben 700 bp kºr¿l l§tunk az agar·z g®len s§vot. Azokat a 

kl·nokat, amelyek 700 bp kºr¿li s§vot adtak lehets®ges Tks4-KO kl·noknak azonos²tottam. 

Ezeket tov§bb ellenŖriztem Sanger szekven§l§ssal is. Ehhez a kl·nokb·l genomi DNS-t 

izol§ltam, majd PCR-rel felamplifik§ltam azt a szakaszt, amely a Cas9 has²t·helyet tartalmazta, 

ezt pBluescript II SK (+) plazmidba kl·noztam. A plazmidokat Escherichia coli DH5alpha 

bakt®riumba transzform§ltam, ®s a bakt®rium kol·ni§kat k®k feh®r szelekci·val azonos²tottam, 

ahol a feh®r sz²nŤ kol·ni§k tartalmazt§k a plazmidunkat. A plazmid DNS-t a 

GenEluteÊPlasmid Miniprep Kittel (Sigma-Aldrich) izol§ltam, ®s elk¿ldtem szekven§l§sra, 

majd a kapott szekvenci§kat SnapGene szoftverrel analiz§ltam. A referencia Tks4 szekvenci§t 

az NCBI GenBankb·l tºltºttem le: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/ (Homo sapiens 

SH3 and PX domains 2B (SH3PXD2B), transcript variant 1, mRNA: NCBI Reference 

Sequence: NM_001017995.3). A Tks4 feh®rje hi§ny§t Western blottal (WB) ®s 

immuncitok®mi§val (ICC) is megerŖs²tettem. A Tks4-KO sejtek l®trehoz§s§nak ®s 

valid§l§s§nak l®p®sei a 10.§br§n l§that·.  

 

10.§bra: Tks4-KO sejtek l®trehoz§s§nak folyamata CRISPR-Cas9 m·dszerrel. Az §bra a 

Biorender.com §ltal k®sz¿lt. 
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3.3. HUES9 sejtek in vitro spont§n differenci§ci·ja  

 

A sejtek spont§n differenci§ci·ja a TTK Hum§n Pluripotens ŕssejt Laborat·rium§ban tºrt®nt 

Dr. Ap§ti Ćgota csoportja seg²ts®g®vel. A pluripotens Ŗssejteket eg®r embrion§lis fibroblaszt 

sejteken teny®sztett®k (ezek ¼gynevezett feeder sejtek, t§mogatj§k a pluripotens Ŗssejtek 

nºveked®s®t, oszt·d§s§t) mTeSR1 m®diumban. Sejtpassz§l§s sor§n, kollagen§z seg²ts®g®vel 

szedt®k fel a sejteket a plate-rŖl, mert a kollagen§z elŖseg²ti, hogy a kialakult sejtcsom·k egy¿tt 

maradjanak, amely fontos l®p®s az embrioid testecske (EB) k®pzŖd®s®hez. Ezeket a 

sejtcsom·kat §thelyezt®k egy alacsony kºtŖd®si tulajdons§g¼ (ultra-low attachment) plate-re 

borj¼ sz®rumot tartalmaz· m®diumban, hogy a sejtcsom·k szuszpenzi·ban embrioid 

testecsk®v® (EB) alakuljanak ®s elinduljon a spont§n differenci§ci·. Ebben a st§diumban 

k¿lºnbºzŖ m®retŤ sejtcsom·k jºnnek l®tre. Ahhoz, hogy tesztelj¿k, hogy a sejtek k®pesek-e 

mindh§rom cs²ralemez ir§ny§ba differenci§l·d· sejteket l®trehozni, 6 nap ut§n kiv§lasztott§k a 

legnagyobb §tm®rŖjŤ EB-ket. A k²s®rlet sor§n 30-30 darab EB-t v§lasztottak ki a vad t²pus¼ ®s 

a Tks4 ki¿tºtt sejtvonalakb·l is, majd zselatin bevonat¼ plate-re helyezt®k Ŗket, ahol 6 nap alatt 

tov§bb differenci§l·dtak. A Tks4 feh®rje szintj®t ezalatt a folyamat alatt monitoroztam 

(3.napon, 6.napon). A cs²ralemez markerek expresszi·s szintj®t pedig a differenci§ci· ut§n 

vizsg§ltam (a kitapaszt§st kºvetŖ 6.nap ut§n).  Az ilyen t²pus¼ m®r®si m·dszerek igen vagy nem 

v§laszt adnak, arra a k®rd®sre, hogy egy-egy marker megjelenik vagy nem a differenci§c· sor§n. 

Statisztikai m·dszereket nem ®rdemes alkalmazni, mivel a spont§n differenci§ci· sor§n 

megjelenŖ k¿lºnbºzŖ sejtt²pusok ®retts®ge ®s ar§nya EB-rŖl EB-re v§ltozhat, ²gy a biol·giai 

sz·r§s nagyon nagy. A m·dszer annak megv§laszol§s§ra szolg§l, hogy a sejtek pluripotensek 

maradtak-e a genetikai m·dos²t§s ut§n ®s k®pesek-e egy§ltal§n a differenci§ci·ra. Ahhoz, hogy 

a differenci§ci·s k®pess®g m®rt®k®t ®s ²gy statisztikailag szignifik§ns elt®r®seket tudjunk m®rni, 

egy-egy specifikus sejtir§nyba kell eltolni a differenci§ci·t megfelelŖ nºveked®si faktorok, 

extracellul§ris m§trixok ®s kismolekul§k haszn§lat§val. Akkor a sejtvonal specifikus 

elkºtelezŖd®st induk§l· m®dium hat§s§ra adott sejtdifferenci§ci· m®rt®ke m§r kvantifik§lhat· 

lenne. 

3.4. HUES9 sejtek mezenchim§lis Ŗssejt differenci§ci·s folyamata 

 

A sejtek mezenchim§lis ir§nyba tºrt®nŖ differenci§ci·ja a TTK Hum§n Pluripotens ŕssejt 

Laborat·rium§ban tºrt®nt Dr. Ap§ti Ćgota csoportja seg²ts®g®vel. A differenci§ci·s folyamat 

sor§n az EB-ket a 6.napon zselatinnal bevont plate-re ker¿ltek ®s 10% FBS-t tartalmaz· DMEM 

m®diumra v§ltottak. Majd 19 nap ut§n a sejteket passz§lt§k tripszinnel ®s 15% FBS-t tartalmaz· 
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DMEM m®diumban teny®szett®k tov§bb. 12 nap m¼lva ism®t tripszinnel passz§lt§k a sejteket. 

V®g¿l, amikor morfol·giailag homog®n ®s kiter¿lŖ sejteket l§ttak, akkor a mezenchim§lis 

sejtekre jellemzŖ markereket (CD73, CD44, CD90) megm®rt®k §raml§si citom®terrel (FACS) 

Dr. V§radi Gyºrgy seg²ts®g®vel a HUN-REN, TTK Ćraml§si Citometria Laborat·rium§ban (az 

alkalmazott ellenanyagok t²pusa ®s h²g²t§sa a f¿ggel®k 2.t§bl§zat§ban tal§lhat·).  

3.5. Sejtliz§tum prepar§l§s ®s feh®rje koncentr§ci· m®r®s 

 

A sejteket 100 mm §tm®rŖjŤ Petri cs®sz®n teny®sztettem, amikor el®rt®k a megfelelŖ 

konfluenci§t akkor a sejteket l²zis pufferben (50 mM Hepes puffer (pH 7.4), 100 mM NaCl, 1% 

Triton X-100, 20 mM NaF, 1 mM EGTA, 1 mM Na3VO4, 1 mM p-nitrofenil-foszf§t, 10 mM 

benzamidin, 1 mM fenilmetil-szulfonil-fluorid, valamint egyenk®nt 25 ɛg/ml leupeptin, sz·ja 

tripszin inhibitor ®s aprotinin) felkapartam hideg DPBS mos§s ut§n. A kºvetkezŖ l®p®sben a 

centrifug§l§ssal (20 800 rpm, 10 perc, 4ÁC) a sejttºrmel®keket elt§vol²tottam a feh®rje 

liz§tumb·l. A feh®rje koncentr§ci·t Lowry reagenssel (750 nm-en) ®s microplate olvas·val 

m®rtem BSA h²g²t§si sor seg²ts®g®vel. A g®lelektrofor®zishez a feh®rje liz§tumokhoz 4x 

mintapuffert (4x, 0,2 M Tris, 0,277 M SDS, 40% (V/V) glicerin, 0,588 M ɓ-merkaptoetanol, 

0,05 M EDTA, 1,19 mM br·mfenol-k®k desztill§lt v²zben) adtam ®s 100ÁC-on 5 percig 

inkub§ltam, majd j®gre tettem.  A tov§bbi fel nem haszn§lt feh®rje liz§tumot -80ÁC-on, a 4x 

mintapufferrel bekevert mint§kat pedig -20ÁC-on t§roltam. 

3.6. Western blot 

 

A Western blot sor§n a 10%-os stain-free g®lekre (Biorad, TGX Stain Free FastCast Acrylamid 

Kit, Cat.: 1610183) egyenlŖ mennyis®gŤ feh®rje mint§kat vittem fel (20 ɛg). Az SDS 

poliakrilamid g®lelektrofor®zist (SDS-PAGE) 160 V-on 45 percig futtattam 

szobahŖm®rs®kelten. A g®lelektrofor®zis ut§n a stain-free g®leket Chemidoc seg²ts®g®vel 

ellenŖriztem, hogy a feh®rj®ket egyenlŖ mennyis®gben vittem-e fel, ®s a fut§s minŖs®g®t is 

ellenŖriztem. A feh®rje mint§kat ezut§n a g®lekrŖl nitrocellul·z membr§nra transzfer§ltam vagy 

300 mA-on 1 ·ra alatt 4ÁC-on. A membr§nokat 1 ·r§ig blokkoltam 5% sov§ny tejport 

tartalmaz· PBS oldatban szobahŖm®rs®kelten, majd egy ®jszak§n §t 4ÁC -on inkub§ltam a 

megfelelŖ elsŖdleges ellenanyaggal, amelyet 0,4% Tween20-at tartalmaz· 1%-os tejpor 

tartalm¼ PBS-ben h²g²tottam. A legtºbb membr§nt sz®tv§gtam m·ls¼ly marker seg²ts®g®vel az 

elsŖdleges ellenanyag hibridiz§ci·ja elŖtt, hogy egyszerre tºbb feh®rj®t is tudjak tesztelni. A 

kºvetkezŖ l®p®sben a membr§nokat h§romszor mostam 0,4% Tween20-at tartalmaz· 1%-os 
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tejpor tartalm¼ PBS oldattal 5 percig szobahŖm®rs®kelten. Ezekut§n (eg®r vagy ny¼l) HRP 

konjug§lt m§sodlagos ellenanyagot adtam a membr§nokhoz, ®s 1 ·r§n §t szobahŖm®rs®kleten 

inkub§ltam. A kºvetkezŖ l®p®sben a v®gsŖ mos§sok kºvetkeztek (3 mos§s, 10 perc 

szobahŖm®rs®kleten, 0,4% Tween20-at tartalmaz· 1%-os tejpor tartalm¼ PBS oldattal). Az 

elŖh²v§s elŖtt 5 percig PBS-ben mostam a membr§nokat szobahŖm®rs®kleten. Az elŖh²v§s ECL 

reagenssel tºrt®nt ®s Chemidoc ®s/vagy rºntgen detekci·s k®sz¿l®kkel f®ny®rz®keny filmekkel 

vizualiz§ltam a s§vokat. A loading kontroll minden esetben alfa-tubulin volt. Az alkalmazott 

ellenanyagok list§ja ®s h²g²t§sa a f¿ggel®k 2.t§bl§zat§ban tal§lhat·. 

3.7. Immuncitok®mia ®s Konfok§lis mikroszk·pia 

 

A sejteket 12-well ibidi kamr§kra (elt§vol²that· szilikon falakkal) nºvesztettem 5000 sejt/lyuk 

koncentr§ci·ban.  Amikor a sejtek el®rt®k a k²v§nt konfluenci§t (kb. 24-48 ·ra ut§n), akkor 

DBPS mos§s ut§n 4% paraformaldehiddel fix§ltam a sejteket 15 percig szobahŖm®rs®kleten. A 

kºvetkezŖ l®p®sben permeabiliz§l§s kºvetkezett: 0,1% Triton X tartalm¼ PBS oldattal 10 percig 

szobahŖm®rs®kelten. A blokkol§s sor§n 1 ·r§n §t inkub§ltam a sejteket szobahŖm®rs®kelten 2% 

BSA-t tartalmaz· PBS oldatban. A megfelelŖ elsŖdleges ellenanyagot egy ®jszak§n §t 

inkub§ltam a sejtekkel 4ÁC-on, majd h§romszori 5 perces mos§s ut§n, hozz§adtam a megfelelŖ 

m§sodlagos ellenanyagot, amellyel 1 ·r§n §t tºrt®nt szobahŖm®rs®kleten az inkub§l§s.  

Ezekut§n h§romszori 5 perces mos§s kºvetkezett, majd a sejtmagokat DAPI fest®kkel festettem 

10 percig szobahŖm®rs®kelten. A kºvetkezŖkben egy v®gsŖ PBS mos§s ut§n a szilikon falakat 

egy csipesz seg²ts®g®vel elt§vol²tottam ®s fedŖlemezzel, valamint FluorSave mounting 

m®diummal fedtem le a t§rgylemezt. A detekt§l§s Zeiss LSM-710 konfok§lis mikroszk·ppal 

v®geztem 20x,40x, vagy 63x objekt²vval. A k®peket Image J vagy Zen Blue 3.2 szoftverrel 

analiz§ltam. Az alkalmazott ellenanyagok/fest®kek list§ja, ®s h²g²t§sa a f¿ggel®k 2.t§bl§zat§ban 

tal§lhat·. 

3.8. Sejtalak kvantifik§ci· 

 

A sejtek alakj§nak mennyis®gi meghat§roz§s§hoz ®s statisztikai m®r®s®hez az A549 WT ®s a 

k®t A549 Tks4-KO sejtvonalon a formafaktor-anal²zist alkalmaztam. A kºvetkezŖ egyenlet 

hat§rozza meg a formafaktort (FF): FF = 4ˊ[ter¿let]/[ker¿let]2 seg²ts®g®vel 0 ®s 1 kºzºtti ®rt®ket 

kaphatunk, ahol a min®l ink§bb kºr alak¼ sejtform§t az 1-hez kºzelebbi ®rt®kek jelzik [74]. Az 

alak ®s a sejtarchitekt¼ra v§ltoz§sainak megfigyel®s®hez falloidinnal, F-aktint jelºlŖ fest®kkel 

festettem meg a sejteket. Ezut§n megm®rtem a sejtek ter¿let®t ®s ker¿let®t, majd a k®t ®rt®k 
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ar§ny§t meghat§roztam. Ehhez sejtt²pusonk®nt 55 k®pet (110 sejtet) elemeztem Image J 

seg²ts®g®vel, amelyeket 8 megism®telt k²s®rletbŖl gener§ltam. 

3.9. Invadop·dia vizsg§lat ®s kolokaliz§ci·s koefficiens sz§m²t§s 

 

Az invadop·dia mennyis®gi meghat§roz§sa manu§lisan tºrt®nt az A549 sejteken. Az F-aktin ®s 

cortactin kolokaliz§ci·ja §ltal megjelenŖ narancss§rg§s pontszerŤ k®pzŖdm®nyek az 

invadop·di§k, amelyek a sejtek sz®lein, citoplazm§j§ban helyezkednek el. Az F-aktin ®s 

cortactin dupla fest®st gyakran haszn§lj§k invadop·dia meghat§roz§sra, mivel ezek az 

invadop·dia kulcs ®p²tŖelemei [37]. A k²s®rletben 60 sejtet vizsg§ltam meg sejtt²pusonk®nt, 

amelyek sor§n egyenk®nt lesz§moltam az invadop·di§k sz§m§t. 

Ezenk²v¿l a cortactin ®s az F-aktin feh®rj®k kolokaliz§ci·s egy¿tthat·j§t az Image J 

EzColocalization plugin seg²ts®g®vel sz§moltam ki.  

3.10. Proximity Lig§ci·s Essz® (PLA) 

 

Ahhoz, hogy megerŖs²tsem a Tks4-CAPZA1 kapcsolat§t DuolinkÈ Proximity Lig§ci·s essz®t 

(Merck, Sigma-Aldrich, Cat.: DUO92008, DUO92004, DUO92002, DUO82049) haszn§ltam. 

Az essz®t a gy§rt· instrukci·i alapj§n v®geztem el (11.§bra). ElŖszºr a sejteket levehetŖ szilikon 

fal¼ 12-well ibidi kamr§ba teny®sztettem 5000 sejt/lyuk koncentr§ci·ban. A sejteket 4% 

paraformaldehiddel fix§ltam 15 percig szobahŖm®rs®kleten. DPBS mos§si l®p®s ut§n a sejteket 

permeabiliz§ltam 0,1% Triton-X tartalm¼ DPBS-ben 10 percig szobahŖm®rs®kleten. A 

permeabiliz§ci·t kºvetŖen a sejteket blokkoltam blokkol· oldattal 1 ·r§n §t 

szobahŖm®rs®kleten. Mivel egy protein-protein interakci·t mutatunk ki, ²gy ebben az essz®ben 

k®t elsŖdleges ellenanyagot haszn§ltam a k®t target proteinre egyszerre, amelyn®l fontos, hogy 

az egyik ny¼lban, a m§sik pedig egy eg®rben termeltetett ellenanyag legyen Tks4 ny¼l 

ellenanyag (L§nyi ®s kutat·csoportja §ltal l®trehozott ellenanyag [75]), a CAPZA1 pedig eg®r 

ellenanyag (Santa Cruz: sc-374302) volt a k²s®rletben. Ezekkel az ellenanyagokkal egy 

®jszak§n §t inkub§ltam a sejteket 4ÁC-on, illetve a negat²v kontrollok eset®ben elsŖdleges 

ellenanyag n®lk¿l inkub§ltam a sejteket. A kºvetkezŖ nap a PLA pr·b§kat adtam hozz§ a 

sejtekhez: anti-ny¼l (PLA plusz pr·ba) a ny¼lban termeltetett elsŖdleges ellenanyaghoz, m²g az 

anti-eg®r ellenanyag (PLA m²nusz pr·ba) pedig az eg®rben termeltettet ellenanyaghoz kºtŖdik, 

amelyeket 1 ·r§ig 37ÁC-on inkub§ltam. A k®tf®le m§sodlagos ellenanyagra egy sz§l¼ DNS volt 

kºtve, ha az ellenanyagok kikºtŖdve kºzel helyezkednek el egym§shoz, akkor az egysz§l¼ 

DNS-ek ºsszekapcsol·dnak a komplementer pr·b§kkal. Ezekut§n a komplementer DNS sz§lak 
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lig§ci·ja kºvetkezett 37ÁC-on 30 percig. Majd ezt kºvette az amplifik§ci·s l®p®s 37ÁC-on 100 

percig, amely sor§n a fluoreszcens pr·b§k a k®sz sz§lakhoz hibridiz§lnak. A v®gsŖ mos§sok 

ut§n a sejtek magj§t DAPI sejtmag fest®kkel (Thermofisher Scientific, Cat.: 62248) festettem 

®s FluorSave mounting m®diummal (Merck, Millipore, Cat.: 345789) fedtem le a t§rgylemezt. 

K®peket Zeiss LSM 710 seg²ts®g®vel k®sz²tettem 63x nagy²t§ssal (random 10 mezŖt fot·ztam 

minden esetben). A DuolinkÈ PLA essz® lehetŖv® teszi k®t protein interakci·j§nak kimutat§s§t 

sejten bel¿l mivel, ha megfelelŖ kºzels®gben vannak (kevesebb mint, ~40 nm), akkor pirosan 

vil§g²t· pºttyºk jelzik a fizik§lis interakci·t. 

 

 

11.§bra: A proximity lig§ci·s essz® (PLA) folyamata. Az §bra a Biorender.com seg²ts®g®vel 

k®sz¿lt. 

 

3.11. Tot§l RNS izol§l§s, RT-qPCR 

 

TRIzol reagenssel (Life Technologies, ambion, Cat:15596026) ®s Direct-zolÊ RNA Miniprep 

Kit-tel (Zymo Research, Cat.:. R2052) a gy§rt· instrukci·i alapj§n total RNS-t izol§ltam a 

sejtekbŖl. Az RNS koncentr§ci·t Nanodrop spektrofotom®terrel hat§roztam meg. A cDNS 

szint®zishez 300 ng total RNS-t ®s ĂFirst strand cDNA synthesis kit for RT- PCRò mixet (Merck, 

Roche, Cat.: 11483188001) haszn§ltam. A qPCR m®r®sekhez Taqman hidrol²zis pr·b§kat vagy 

g®n specifikus primer p§rokat haszn§ltam. A pr·b§k eset®n a TaqManÊ Fast Advanced Master 

Mix-et (Thermofisher Scientific, Cat.: 4444557), a g®n specifikus primerek eset®ben a 

SyberGreen master mix-et (Thermofisher Scientific, Cat.: 4368577) haszn§ltam. Az A549 

sejtek eset®ben a GAPDH volt a housekeeping g®n, m²g HUES9 sejtek eset®ben RPLP0-t 

haszn§ltam housekeeping g®nk®nt ®s 2ïȹȹCt m·dszert alkalmaztam a relat²v expresszi·s szintek 

sz§m²t§s§hoz. A PCR m®r®seket Applied Biosystem Quantstudio (5 vagy 6 pro) vagy StepOne 
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PCR k®sz¿l®keken v®geztem. A f¿ggel®k 3.t§bl§zata tartalmazza a PhD dolgozatban 

alkalmazott primerek ®s pr·b§k, reagensek list§j§t, szekvenci§j§t. 

3.12. Wound healing essz® 

 

Ehhez a k²s®rlethez wound healing inzertet tartalmaz· 24-well platet (ibidi, Cat.: 80242) 

haszn§ltam. Minden lyuk szilikon fallal elv§lasztott 2 db 70 ul v®gt®rfogat¼ kompartmentet 

tartalmazott, amikbe belenºvesztettem a sejteket. A szilikon fal hozta l®tre a Ăsebetò a 

sejtr®tegben, miut§n ezt elt§vol²tottam. Minden kompartmentbe 66 000 sejtet tettem ki 70 ul 

t§pfolyad®kba. Egy ®jszak§n §t tart· inkub§ci· ut§n a m®diumot lecser®ltem sz®rum mentes 

m®diumra ®s m®g egy ®jszak§n §t inkub§ltam ²gy a sejteket. A kºvetkezŖ nap a sejtek el®rt®k a 

konfluenci§t, ²gy a szilikon falat egy steril csipesszel elt§vol²tottam. A welleket DPBS-sel 

mostam, majd a lyukak egy r®sz®hez 2% FBS F12K m®diumot adtam, a m§sik r®sz®hez a 2% 

FBS F12K m®diumhoz 50 ng/ml EGF kezel®st adtam. A sejtmigr§ci·t 24 ·r§n §t monitoroztam 

15 percenk®nti felv®telekkel JuLI stage real-time live cell imaging rendszerrel 4x objekt²vvel 

lyukank®nt 2 mezŖ fot·z§s§val. A kinyert k®peket Image J-vel analiz§ltam a Wound Healing 

Size Tool pluginnal. 

3.13. TissueScan t¿dŖtumor cDNS Array 

 

A Tks4 g®nexpresszi·j§t megvizsg§ltam t¿dŖtumorokban, amelyhez egy kereskedelmi 

forgalomban kaphat· cDNS array-t v§s§roltunk (TissueScan Lung Cancer cDNA Array III 

(Origene, Cat.: HLRT103)). A m®r®seket hasonl·an v®geztem el, mint az id®zett cikkekben 

[76,77]. Az array tartalmazott 48 k¿lºnbºzŖ cDNS mint§t: amelybŖl 8 norm§l ®s 40 k¿lºnbºzŖ 

st§dium¼ t¿dŖ tumoros minta (St§diumok: IA n=6, IB n=6, IIA n=3, IIB=8, IIIA=5, IIIB=5, 

IV=7). A gy§rt· minden lyukba elŖtºltºtte egy-egy beteg vagy eg®szs®ges szºvetbŖl sz§rmaz· 

cDNS mint§t, ®n pedig Tks4 ®s a GAPDH Taqman pr·b§kkal lem®rtem az adott mint§ban az 

expresszi·s szinteket. Az Origene, mint gy§rt· szerezte be az etikai enged®lyeket a hum§n 

mint§k feldolgoz§s§hoz, ®s rendelkez®s¿nkre bocs§totta anonim m·don a mint§khoz tartoz· 

beteg inform§ci·kat (f¿ggel®k 4.t§bl§zat). A relat²v expresszi·s szintek kisz§m²t§s§hoz a 2ïææCt 

m·dszert alkalmaztam, amit a RT-qPCR r®szben eml²tettem ®s GAPDH-t haszn§ltam h§ztart§si 

(housekeeping) g®nk®nt. 
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3.14. Proteome Profiler Hum§n Pluripotens Ŗssejt Array  

 

15 differenci§l·d§si markerfeh®rje expresszi·s szintj®nek egyidejŤ m®r®s®re egy 

membr§nalap¼ antitest array-t (R&D system, ARY010) haszn§ltam ®s a gy§rt· instrukci·it 

kºvettem. Ebben az esetben a 15 k¿lºnbºzŖ antitest a membr§nhoz volt kºtve, majd a 

sejtliz§tumokat adtam hozz§ a membr§nhoz. Az array minden sz¿ks®ges puffert ®s a 

m§sodlagos ellenanyagot is tartalmazta (Streptavidin-HRP ellenanyag). A kemilumineszcens 

jelet Chemidoc rendszerrel (BioRad) detekt§ltam. A pixel denzit§s meghat§roz§s§ra az ImageJ 

szoftvert haszn§ltam az array k®zikºnyv®nek megfelelŖen. 

3.15. Sejtprolifer§ci·s m®r®sek 

 

A HUES9 sejtekn®l B¿rker kamr§t ®s a Vi-Cell XR automatiz§lt sejtsz§ml§l· k®sz¿l®ket 

haszn§ltunk a sejtek sz§mol§s§ra Dr. Ap§ti Ćgota csoportj§val. 4 napon §t kºvett¿k a sejtek 

prolifer§ci·j§t ®s az ²gy kapott adatokat az 1. napra normaliz§ltuk ®s §br§zoltuk. 

Az A549 sejtek prolifer§ci·j§nak m®r®s®hez MTT essz®t haszn§ltam (Cell Proliferation Kit I 

(MTT: (3-(4,5-dimethylthiazol-2-YL)-2,5-diphenyltetrazolium bromide; Merck, Roche, Cat.: 

11465007001)). 2500 sejtet tettem ki 96 well plate-re, majd a kit protokollj§t kºvettem: elŖszºr 

MTT-labelling reagenst adtam a wellekhez, ezt kºvetŖen a platet 4 ·r§n §t 37 ÁC-on, 5% CO2-

t tartalmaz· sejtinkub§torban tartottam. Az inkub§ci·s idŖ letelte ut§n szolubiliz§ci·s puffert 

adtam a sejtekhez, ®s a platet egy ®jszak§n §t inkub§ltam. M§snap abszorbanci§t m®rtem 600 

nm-en, illetve 700 nm-en, ami a referencia hull§mhossz¼s§got jelentette mikroplate 

leolvas·val. A sejtek sz§m§t 24 ·r§n, 48 ·r§n ®s 72 ·r§n §t hat§roztam meg az abszorbancia 

m®r®sek alapj§n. 

3.16. Immunprecipit§ci· (IP) 

 

ElsŖk®nt sejtl²zist v®geztem az ºssz-feh®rjeprepar§ci·hoz k¿lºnbºzŖ sejtekbŖl (HCT116, 

MCF7, A549, HPAC, N87, HOP-92, NCI-H460, HUES9). Ezut§n Protein Sepharose A 

gyºngyºket (Sigma-Aldrich, Cat.: P9424) pipett§ztam 1,5 ml-es csºvekbe, majd a gyºngyºket 

centrifug§ltam ®s h§romszor mostam hideg DPBS-sel (4ÁC, 20 800 x g, 10 perc). A mos§sokat 

kºvetŖen a Tks4 antitestet ®s a sejtliz§tumokat k¿lºn-k¿lºn adtam a gyºngyºkhºz. Az oldatokat 

ezut§n 1 ·r§n §t vagy egy ®jszak§n §t forgattuk 4ÁC-on, hogy az antitest-feh®rje kºtŖd®s 

l®trejºhessen. A forgat§si l®p®s ut§n a gyºngyºket n®gyszer mostam 0,1%-os TritonX PBS 

oldattal (mos§sok kºzºtt 1 perc, 7600 x g centrifug§l§st alkalmaztunk). Az utols· mos§si l®p®st 
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kºvetŖen a gyºngyºket ¼jra szuszpend§ltam 2x mintapufferben, majd a csºveket 5 percig 

100ÁC-on forraltam a feh®rj®k denatur§l§sa ®rdek®ben (12.§bra). Ezt kºvetŖen vagy Western 

blotot v®geztem vagy a g®lbŖl kiv§gott s§vokat tºmegspektrometrai anal²zisre k¿ldtem. 

3.17. Tºmegspektrometriai m®r®s (MS) 

 

A sejtl²zis, IP ®s az SDS-PAGE ut§n a g®lt Coomassie-k®kkel festettem meg a feh®rj®k l§that·v§ 

t®tel®hez. Ezut§n a megfelelŖ s§vokat kiv§gtam a g®lbŖl a molekulatºmeg-tartom§nyuk alapj§n 

(10-25 kDa, 25-50 kDa, 50-100 kDa, 100-300 kDa). Ezeket a g®lszeleteket elk¿ldtem az UD-

GenoMed Medical Genomic Technologies Kft-nek (Debrecen, Magyarorsz§g) 

tºmegspektrometri§s elemz®sre (12.§bra). Negat²v kontrollk®nt az IP gyºngyºket (ellenanyag 

n®lk¿l) a sejtliz§tumokkal inkub§ltam.  

Az ºt sejtvonal MS-m®r®seibŖl kapott eredm®nyeket a Scaffold viewer szoftver seg²ts®g®vel 

elemezt¿k. A feh®rje k¿szºb®rt®ket 99%-ra, a minim§lis peptidsz§mot kettŖre, a false discovery 

rate-t (FDR) pedig 0,1%-ra §ll²tottuk be az IP-mint§kban jelen l®vŖ feh®rj®k szŤr®se ®s 

azonos²t§sa ®rdek®ben. 

 

12.§bra: A Tks4-IP-MS folyamata. Az §bra a Biorender.com seg²ts®g®vel k®sz¿lt. 

 

3.18. A potenci§lis kºtŖhelyek azonos²t§sa Tks4 ®s CAPZ kºzºtt 

 

A potenci§lis kºtŖhelyek azonos²t§sa Tks4 ®s CAPZA1 kºzºtt Dr. Pancsa Rita seg²ts®g®vel 

tºrt®nt. A Tks4 ®s a CAPZ heterodimer kºzºtt egy lehets®ges rºvid line§ris mot²vum (SLiM) 

§ltal kºzvet²tett kºlcsºnhat§st kerest¿nk. B§r a Tks4 n®gy SH3 dom®nnel rendelkezik, 

specifikus felismer®si mot²vumaikat m®g nem ²rt§k le. Az SH3 dom®nek azonban §ltal§ban 

prolinban gazdag mot²vumokat kºtnek meg rendezetlen r®gi·kban, a CAPZ pedig nem 

rendelkezik rendezetlen r®gi·kkal, ®s eddig nem ²rt§k le, hogy kºlcsºnhat§sba l®pne SH3 
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dom®nekkel. M§sr®szrŖl viszont ismert, hogy a CAPZ regul§torok kºlcsºnhat§sba l®pnek a 

CAPZ sz§r r®gi·j§val a CPI (capping protein interacting mot²vum) r®v®n, amelyet az ELM 

adatb§zis annot§lt (http://elm.eu.org/elms/LIG_ActinCP_CPI_1) [72]. Az adott mot²vumot 

meglehetŖsen hossz¼ ®s ºsszetett, az ismert CAPZ kºlcsºnhat§si partnerek kºtŖd®sei 

(alignment) alapj§n k®sz¿lt, ®s mind univerz§lisan konzerv§lt, mind feh®rjecsal§d-specifikus 

aminosavakat tartalmaz poz²ci·specifikus m·don [78]. A keres®shez a CPI mot²vumot 

analiz§ltuk ®s az univerz§lisan konzerv§lt aminosavakat megtartottuk, de a feh®rje-

csal§dspecifikus poz²ci·kat kihagytuk a regul§ris kifejez®sbŖl, ²gy a kºvetkezŖ CPI 

mot²vummint§t kaptuk: (L......R[PAVT][KRH][^DEN].{1,5}((R.)|(.[RK]))..[PAS] ; ahol . 

b§rmelyik aminosavat jelenti, a szºgletes z§r·jelben l®vŖ aminosavak mind elfogadhat·ak egy 

adott poz²ci·ban, a szºgletes z§r·jelben l®vŖ ^-vel jelºlt aminosavak nem elfogadhat·ak az 

adott poz²ci·ban, a szºgletes z§r·jelben l®vŖ sz§mok pedig azt a tartom§nyt jelzik, hogy az 

elŖzŖ poz²ci·ban l®vŖ r®sz h§nyszor fordulhat elŖ.  

Ezt a mot²vumot a SLiMSearch4 webszerverben kerest¿k az eg®sz proteomban ®s megtal§ltuk 

a hum§n Tks4-ben is. A SLiMSearch4 alap®rtelmezett be§ll²t§sokkal keres, pontoz ®s rangsorol 

egy adott (regul§ris kifejez®sk®nt megadott) mot²vummint§t egy-egy kiv§lasztott feh®rj®ben 

[73]. A Tks4 ugyanolyan magas pontsz§mot ®rt el, mint az ismert CAPZ-partnerek; a Tks4 

L636-os poz²ci·j§t·l kezdŖdŖ CPI-szerŤ mot²vum a 11. helyen szerepelt a hum§n proteomb·l 

vett interakci·s partner list§ban, ami azt jelenti, hogy a Tks4 nagy es®llyel egy CAPZ-t kºtŖ 

feh®rje. 

3.19. Adatb§zis anal²zisek 

 

Tks4 g®nexpresszi·j§nak vizsg§lata t¿dŖtumorban 

 

Ahhoz, hogy megvizsg§ljam a Tks4 g®nexpresszi·j§t nem kissejtes t¿dŖtumorokban (NSCLC): 

t¿dŖ adenokarcin·m§ban (LUAD) ®s t¿dŖ laph§msejtes karcin·ma (LUSC) a GEPIA2 

(http://gepia2.cancer-pku.cn/#index) adatb§zist alkalmaztam. A cut-off ®rt®ket a medi§nok 

alapj§n hat§roztam meg, a p-®rt®k: 0,001 ®s a LOG2FC cut-off ®rt®ke: 0,6 volt. A t¼l®l®si 

anal²zist is a GEPIA2 seg²ts®g®vel v®geztem el. 

Protein-protein interakci·s anal²zis 

 

A feh®rje-feh®rje interakci·k elemz®s®t a STRING adatb§zis seg²ts®g®vel v®geztem el 

(https://string-db.org/). A 0,40 feletti interakci·s pontsz§mmal rendelkezŖ interakci·kat vettem 

http://elm.eu.org/elms/LIG_ActinCP_CPI_1
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figyelembe a Ătext miningò eredm®nyek kiz§r§s§val. Ezt az elemz®st k²s®rletes ®s m§r publik§lt 

adatokkal, valamint saj§t Tks4-partner azonos²t§si eredm®nyeink adataival eg®sz²tett¿k ki a 

Tks4-hez kapcsol·d· relev§ns feh®rje kºlcsºnhat§sok h§l·zatba illeszt®s®nek ®rdek®ben. 

3.20. Statisztikai anal²zis 

 

A statisztikai elemz®st a GraphPad Prism 10 szoftverrel v®gezt¿k. A statisztikai szignifikancia 

meghat§roz§s§hoz nem p§ros²tott Student t-tesztet vagy ANOVA-t haszn§ltunk Tukey post hoc 

teszttel. A Tks4 expresszi·s szint biomarker szerep®re ROC-gºrbe elemz®st v®geztem. A 

statisztikai szignifikanci§t p < 0,05 vagy p < 0,001 ®rt®ken hat§roztam meg, ®s a p-®rt®keket az 

§br§kon csillaggal jelºltem. 

3.21. Adatok el®rhetŖs®ge 

 

A doktorihoz kapcsol·d· kutat§somban ny²lt hozz§f®r®sŤ adatokat haszn§ltam. A referencia 

(WT) Tks4 szekvenci§t az NCBI GenBankb·l tºltºttem le: 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/ (Homo sapiens SH3 and PX domains 2B 

(SH3PXD2B), transcript variant 1, mRNS: NCBI referencia szekvencia: NM_001017995.3). A 

Tks4 partner molekul§k feh®rje-feh®rje kºlcsºnhat§s elemz®s®nek adatait a String adatb§zisb·l 

(https://string-db.org/) nyertem ki. A Tks4 expresszi·s szintj®t az embrion§lis szºvetekben az 

EMBL-EBI-Expression Atlas (https://www.ebi.ac.uk/gxa/home) adatb§zis§b·l tºltºttem le. 

A Tks4-IP-MS elemz®s adatk®szlete a f¿ggel®k 5. t§bl§zatban tal§lhat· (ezen adatok nyers 

v§ltozata a bioRxiv preprint repositoryban tal§lhat·, accession 

number:10.1101/2023.01.13.523903). A Tks4 (SH3PXD2B) mRNS expresszi·s elemz®se t¿dŖ 

adenokarcin·ma (LUAD) ®s t¿dŖ laph§msejtes karcin·ma (LUSC) betegekn®l a GEPIA 2 

adatb§zisb·l (http://gepia2.cancer-pku.cn/#index) sz§rmaznak. A Tks4 g®nexpresszi· 

prognosztikai elemz®s®t a t¿dŖr§kos betegek teljes t¼l®l®s®re vonatkoz·an a GEPIA 2 adatb§zis 

(http://gepia2.cancer-pku.cn/#index) seg²ts®g®vel vizsg§ltam. 

A CD2AP ®s a CAPZ heterodimer (PDB ID: 3AA6, https://www.rcsb.org/structure/3AA6), 

valamint a CKIP ®s a CAPZ heterodimer (PDB ID: 3AA1, 

https://www.rcsb.org/structure/3AA1) krist§lyszerkezet®t a Protein Data Bank (PDB) 

RCSB.org adatb§zis§b·l (https://www.rcsb.org/) nyertem ki. A Tks4 ®s a CAPZ kºzºtti 

potenci§lis kºtŖhelyek azonos²t§s§t a SLiMSearch 4 

(http://slim.icr.ac.uk/slimsearch/index.php) seg²ts®g®vel elemezt¿k Dr. Pancsa Rit§val. 
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4. Eredm®nyek 

 

Tks4 szerep®nek vizsg§lata embrion§lis Ŗssejtek biol·gi§j§ban 

 

4.1. Tks4 hi§nyos embrion§lis Ŗssejtvonalak l®trehoz§sa 

 

Hogy f®nyt der²ts¿nk a Tks4 embrion§lis Ŗssejtbiol·gi§ban betºltºtt szerep®re, elŖszºr lek®rtem 

az EMBL-EBI-Expression Atlas (https://www.ebi.ac.uk/gxa/home) adatb§zis§ban el®rhetŖ 

adatokat, hogy megtudjam a Tks4 expresszi·s szintj®t egyes embrion§lis szºvetekben, ezek 

alapj§n meg§llap²tottuk a Tks4 kifejezŖdik embrion§lis korban (13.§bra)[79ï81]. 

Kiv§lasztottuk az Int®zet¿nkben is el®rhetŖ HUES9 hESC sejtvonalat a tov§bbi vizsg§latokhoz, 

®s laborunkban is valid§ltam, hogy a vad t²pus¼ HUES9 sejtek kifejezik a Tks4-et. Az 

immuncitok®miai elemz®s kimutatta, hogy a HUES9 sejtek expressz§lj§k a Tks4 feh®rj®t, ®s 

hogy a Tks4 jelen volt a sejtek spont§n differenci§l·d§sa sor§n (14A §bra). Tov§bbiakban a 

HUES9 sejtekben a Tks4 hum§n embrion§lis Ŗssejtekben betºltºtt szerep®t vizsg§ljuk a Tks4 

g®n (SH3PXD2B) CRISPR/Cas9 rendszerrel tºrt®nŖ ki¿t®s®vel.  

m
a
g
z
a
ti
 s
t§
d
iu
m

4
 h
®
tt
e
l 
a
 f
o
g
a
n
ta
t§
s
 u
t§
n

5
 h
®
tt
e
l 
a
 f
o
g
a
n
ta
t§
s
 u
t§
n

6
 h
®
tt
e
l 
a
 f
o
g
a
n
ta
t§
s
 u
t§
n

7
 h
®
tt
e
l 
a
 f
o
g
a
n
ta
t§
s
 u
t§
n

8
 h
®
tt
e
l 
a
 f
o
g
a
n
ta
t§
s
 u
t§
n

9
 h
®
tt
e
l 
a
 f
o
g
a
n
ta
t§
s
 u
t§
n

1
0
 h
®
tt
e
l 
a
 f
o
g
a
n
ta
t§
s
 u
t§
n

1
1
 h
®
tt
e
l 
a
 f
o
g
a
n
ta
t§
s
 u
t§
n

1
2
 h
®
tt
e
l 
a
 f
o
g
a
n
ta
t§
s
 u
t§
n

1
3
 h
®
tt
e
l 
a
 f
o
g
a
n
ta
t§
s
 u
t§
n

1
6
 h
®
tt
e
l 
a
 f
o
g
a
n
ta
t§
s
 u
t§
n

1
8
 h
®
tt
e
l 
a
 f
o
g
a
n
ta
t§
s
 u
t§
n

1
9
 h
®
tt
e
l 
a
 f
o
g
a
n
ta
t§
s
 u
t§
n

B®lsejtek, diszt§lis b®l

H§ts·agy

ElŖagy

Here

Proxim§lis b®l

Vese

Petef®szek

Sz²v

M§j

Transzkript per milli·
(TPM)

0

20

40

60

80

 

13.§bra: A Tks4 expresszi·j§nak szintje az embrion§lis fejlŖd®s sor§n a k¿lºnbºzŖ szervekben. 

Min®l sºt®tebb a sz²n ann§l magasabb a Tks4 expresszi·ja az adott szervben (szºvett²pusban). 

Az §bra az EMBL-EBI-Expression Atlas adatb§zis§ban el®rhetŖ adatok alapj§n [79ï81] a 

GraphPad Prism10 szoftverben k®sz¿lt. 
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Az SH3PXD2B 2. exonj§ban mut§ci·kat hoztam l®tre, ®s a genetikai v§ltoz§sokat 

szekven§l§ssal igazoltam (14B §bra). K®t Tks4-KO HUES9 kl·nt §ll²tottam elŖ, ahol inzerci·s-

del®ci·s esem®nyeken kereszt¿l tºrt®nt meg az SH3PXD2B g®n ki¿t®se, amelyek mindk®t 

all®lban stop kodonokat eredm®nyeztek. A homozig·ta Tks4-KO kl·nok mellett k®t 

SH3PXD2B heterozig·ta HUES9 kl·nt is l®trehoztam. A heterozig·ta HUES9 kl·nokban a 

szekvenciaelemz®sek a Cas9 v§g§si hely melletti inzerci·s-del®ci·s mut§ci·t mutattak ki az 

egyik all®lben, m²g a m§sik all®l ®rintetlen maradt. A Tks4 hi§ny§t a HUES9 homozig·ta Tks4-

KO kl·nokban, illetve a Tks4 alacsonyabb expresszi·j§t a HUES9 heterozig·ta Tks4-KO 

kl·nokban western blottal (WB) (14C §bra) ®s immuncitok®mi§val (ICC) valid§ltam (14D 

§bra). 
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14.§bra: Tks4-hi§nyos HUES9 sejtek elŖ§ll²t§sa. (A) Reprezentat²v konfok§lis k®pek, amelyek 

a Tks4 immunfest®s®t mutatj§k a vad t²pus¼ HUES9 sejtek spont§n differenci§l·d§sa sor§n (3 

idŖpontban) az embrioid testecske (EB) k®pzŖd®s r®v®n. (B) Az SH3PXD2B g®n 2. exonj§nak 

szekvenci§ja a k®t ¼jonnan l®trehozott homozig·ta mut§lt (KO/KO) ®s a k®t heterozig·ta 

(WT/KO) HUES9 kl·nban. A mut§ns nukleotidok s§rg§n vannak jelºlve a szekven§lt all®l 

megfelelŖ r®gi·j§ban. (C) WB ®s (D) ICC vizsg§lat a Tks4 feh®rje szintj®nek kimutat§s§ra a 

k®t Tks4-KO kl·nban ®s a k®t heterozig·ta kl·nban, a WT sejtekkel ºsszehasonl²tva (jelºl®s: 

Tks4 - zºld, sejtmag - k®k (DAPI)).  

Ezekut§n Dr. Ap§ti Ćgota csoportja seg²ts®g®vel ellenŖrizt¿k a HUES9 WT ®s 

homo/heterozig·ta Tks4-KO sejtvonalak kromosz·ma §llom§ny§t, ®s a kariogram eredm®nyei 

azt mutatt§k, hogy a sejtek kromosz·ma §llom§nya nem v§ltozott meg a Tks4 ki¿t®st kºvetŖen 

a vad t²pus¼ sejtvonalhoz hasonl²tva (15A §bra). Valamint, a Tks4 hi§nya nem okoz jelentŖs 

morfol·giai v§ltoz§sokat a HUES9 sejtekben (15B §bra), ®s nem v§ltoztatja meg a Tks4-KO 

mut§ns kl·nok prolifer§ci·s k®pess®g®t (15C §bra). 
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15.§bra: A Tks4 g®nki¿t®s ut§n a HUES9 kl·nok karakteriz§l§sa. (A) A HUES9 sejtvonalak 

G-s§vos citogenetikai elemz®se, amely megerŖs²ti a norm§l kariot²pust. (B) Reprezentat²v 

f®nymikroszk·pos k®pek, amelyek azt mutatj§k, hogy a sejtvonalak megtartj§k a hum§n 

embrion§lis Ŗssejtre (ESC) jellemzŖ morfol·gi§t. (C) Prolifer§ci·s m®r®sek WT ®s Tks4-KO 

kl·nokban. 

4.2. A Tks4-KO HUES9 sejtek megtartj§k pluripotens tulajdons§gaikat 

 

Ezut§n arra voltunk k²v§ncsiak, hogy a Tks4 mut§ci·ja vezet-e megv§ltozott pluripotenci§hoz. 

ĉgy §raml§si citometri§val az SSEA-4 pluripotencia markert vizsg§ltuk meg Dr. Ap§ti Ćgota 

csoportj§val, ®s az eredm®nyek azt mutatt§k, hogy az ºsszes mut§ns kl·n tºbb mint 95%-os 

pozitivit§st mutatott az SSEA-4 pluripotencia markerre (16A §bra). Valamint 

immuncitok®mi§val is vizsg§ltak egy®b pluripotencia markereket is: Nanog ®s Oct4, amelyre a 

kl·nok pozit²vak voltak (16B §bra). Ezek alapj§n elmondhat·, hogy a homo/heterozig·ta Tks4-

KO HUES9 kl·nok hasonl· pluripotens fenot²pust mutattak, mint a WT sejtek.  
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16.§bra: A l®trehozott homozig·ta ®s heterozig·ta Tks4-KO HUES9 sejtek pluripotenci§j§nak 

jellemz®se. (A) A homo/heterozig·ta Tks4-KO sejtek SSEA4-expresszi·j§t §raml§si 

citometri§val elemezt¿k. Negat²v kontrollk®nt izot²pus kontrollokat haszn§ltunk. (PE 

Phycoeritrin jelz®s szintj®t jelºli az §br§kon). (B) ICC fest®s, amely Oct4 (piros) ®s Nanog 

(zºld) expresszi·j§t mutatja a sejtekben. A sejtmagokat DAPI-val (k®k) festett¿k meg (20x 

nagy²t§s). 
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4.3. Tks4-KO sejtek spont§n differenci§l·d§si potenci§lj§nak vizsg§lata 

 

A k²s®rletek a TTK Hum§n Pluripotens ŕssejt Laborat·rium§ban tºrt®ntek Dr. Ap§ti Ćgota 

csoportja seg²ts®g®vel. A l®trehozott Tks4-KO sejtek spont§n differenci§l·d§si potenci§lj§t is 

megvizsg§ltuk az embrioid testecske (EB) k®pz®si tulajdons§gaikat tesztelve. A pluripotens 

Ŗssejteket eg®r fibroblaszt sejteken tartott§k fent kol·ni§k k®pz®se c®lj§b·l 2 passz§zsig, majd 

6 napig ultra-alacsony kºtŖd®sŤ plateken tartott§k Ŗket, hogy EB-ket k®pezzenek. Az ºsszes 

vizsg§lt sejtvonal EB-ket k®pzett. A 7. napon az EB-ket zselatinnal bevont fel¿letre passz§lt§k 

tov§bbi 6 napra. A sejtkult¼r§kban a spont§n differenci§l·d§si folyamat nyomon kºvet®s®re RT-

qPCR seg²ts®g®t haszn§lt§k. ĉgy kimutattuk, hogy a Nanog pluripotencia marker lecsºkkent a 

6+6 napos differenci§ltat§s ut§n. Meg§llap²tottuk, hogy tºbb cs²ralemez marker, mint az 

ektoderm marker PAX6 jelentŖsen megnºvekedett ®s NESTIN expresszi· kis m®rt®kben 

emelkedett. A mezoderm§lis markerek kºz¿l a Brachyury ®s GATA4 szintje megemelkedett a 

WT ®s az egyik Tks4-KO sejt kult¼r§ban, de nem volt detekt§lhat· a m§sodik Tks4-KO kult¼ra 

differenci§ci·ja sor§n (17A §bra). Az endoderm AFP marker szintje ugyan csak megemelkedett 

az EB form§ci· sor§n kiv®ve a m§sodik Tks4-KO kl·nt (17A §bra). A heterozig·ta differenci§lt 

kl·nok szint®n csºkkent Nanog expresszi·t mutattak, ®s az ºsszes vizsg§lt cs²ralemez markert 

is kifejezt®k (17B §bra). A differenci§lt sejtpopul§ci·ban a h§rom cs²ralemez r®tegbŖl sz§rmaz· 

sejtek jelenl®t®nek kimutat§s§ra a 12. napon a fix§lt mint§kat megfestett®k ɓ-III-tubulinra (az 

ektoderm marker), SMA-ra (mezoderm marker), AFP-re (endoderm marker) ®s BMP4-re 

(mez/endoderm marker) (17E §bra). Az immuncitok®miai elemz®sek eredm®nyei azt mutatt§k, 

hogy a homo/heterozig·ta Tks4-KO HUES9 kl·nokban a WT sejtekhez hasonl·an minden 

egyes cs²ralemez marker jelen volt, kiv®ve a Tks4-KO 2 kl·nt, ahol az AFP feh®rje alacsonyabb 

szinten volt jelen. Eredm®nyeink arra utalnak, hogy a Tks4 csºkkent expresszi·ja a heterozig·ta 

sejtekben ®s a Tks4 hi§nya jelentŖsen nem befoly§solja az alapvetŖ cs²ralemezek kialakul§s§t, 

elt®r®st csak az egyik Tks4-KO sejtkult¼ra egy endoderm§lis (AFP) marker ®s egy 

mezoderm§lis marker (Brachyury) expresszi·j§ban figyelt¿nk csak meg. 

Kor§bbi kutat§sunkban felfedezt¿k, hogy a Tks4 hi§nya egy vastagb®lr§kos sejtvonalban 

(HCT116) megv§ltozott fenot²pust eredm®nyez, ®s a Tks4-KO HCT116 sejtekben epiteli§lis-

mezenchim§lis §tmenethez (EMT) hasonl· folyamatot induk§l [62]. Annak vizsg§lat§ra, hogy 

a Tks4 hi§nya nemcsak a r§kos sejtekben, hanem az embrion§lis Ŗssejtekben is befoly§solja-e 

az EMT-t, ami az embrion§lis fejlŖd®s egyik kulcs folyamata, megm®rtem a Fibronectin (Fn1), 

Snai1 ®s Twist EMT markerek expresszi·s szintj®t (17CD §bra). Az eredm®nyek azt mutatt§k, 

hogy a spont§n differenci§l·d§si folyamat sor§n ezeknek a markereknek az expresszi·s szintje 
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dr§maian megnŖtt; ugyanakkor nem ®szleltem expresszi·s szintk¿lºnbs®get a WT sejtek ®s a 

homo/heterozig·ta Tks4-KO embrion§lis Ŗssejtkl·nok kºzºtt.  
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17. §bra: Spont§n differenci§c·s k²s®rletek eredm®nyei. A pluripotenci§val kapcsolatos Nanog 

®s a differenci§ci·val kapcsolatos PAX6, alfa-fetoprotein (AFP), Brachyury (BRY), GATA4 ®s 

NESTIN g®nek expresszi·s szintj®t RT-qPCR seg²ts®g®vel vizsg§ltuk a spont§n 

differenci§l·d§s hat®konys§g§nak felm®r®s®re Tks4-KO (A) ®s Tks4 heterozig·ta kl·nokban 

(B). Azokban az esetekben, ahol nincs eredm®ny az oszlopdiagrammon, az azt jelenti, hogy a 

m®r®s abban a sejtt²pusban nem mutatott expresszi·t az adott mRNS-re. A g®nexpresszi·t az 

RPLP0 h§ztart§si g®nre normaliz§ltuk. (C-D) Az EMT-vel kapcsolatos markerek (Fibronectin 

(Fn1), Snai1, Snai2, Twist) expresszi·s szintje az eredeti Ŗssejtvonalban (0. nap), illetve a 

spont§n differenci§lt sejtekben (a differenci§l·d§s 6+6. napja). (E) A WT sejtek ®s a Tks4-KO 

sejtek mindh§rom cs²ralemezr®tegbe tºrt®nŖ differenci§l·d§si potenci§lj§nak vizsg§lata ICC 

seg²ts®g®vel a spont§n differenci§l·d§s ut§n: ɓ-III-tubulin (az ektoderm marker), SMA 

(mezoderm marker), AFP (endoderm marker) ®s BMP4 (mez/endoderm marker). A sejtmagokat 

DAPI-val (k®k) festett¿k.  

4.4. A Tks4-KO HUES9 sejtek differenci§l·d§sa mezenchim§lis Ŗssejtekk® (MSC) 

 

M§r kor§bbi kutat§sokban vizsg§lt§k, hogy a Tks4 szerepet j§tszik az eg®r csontvelŖ 

mezenchim§lis Ŗssejtek (MSCk) differenci§l·d§s§ban, ®s a Tks4 mut§ci·ja csºkkent 

osteoblaszt ®s adipocita ir§ny¼ differenci§ci·t eredm®nyez [60]. Annak vizsg§lat§ra, hogy a 

Tks4-nek van-e hat§sa a hum§n embrion§lis ŖssejtekbŖl differenci§ltatott MSC jellegŤ 

sejtekben is, WT sejteket ®s Tks4-KO HUES9 kl·nokat MSC sejtekk® differenci§ltatott Dr. 

Ap§ti Ćgota kutat·csoportja (a kor§bban ebben a publik§ci·ban [82] le²rtak szerint). A 

differenci§l·d§s 6 hete alatt mind a WT, mind a Tks4-KO HUES9 sejtek MSC-szerŤ 

sejtmorfol·gi§t mutattak (18A §bra). Ćraml§si citometri§val ellenŖrizt®k a mezenchim§lis 

Ŗssejtekre jellemzŖ markereket (CD90, CD73, CD44), valamint pluripotencia marker (TRA-1-

81) ®s hematopoetikus Ŗssejt/sejt markereket hi§ny§t is (CD34, CD133, CD45). Az eredm®nyek 

alapj§n mindegyik sejtt²pus expressz§lta az MSC markereket (18B §bra), tov§bb§ a 

pluripotencia marker ®s hematopoetikus Ŗssejt/sejt markerekre a sejtek MSC fenot²pusnak 

megfelelŖ negat²v eredm®nyt mutattak (18C §bra). Ezekut§n Western blot seg²ts®g®vel 

vizsg§ltam ŀȊ EMT markerek (Vimentin ®s Fibronectin) expresszi·j§t a pluripotens ®s a 

mezenchim§lis Ŗssejtekben ®s azt tapasztaltam, hogy a Vimentin ®s Fibronectin expresszi·ja 

hasonl· m®rt®kŤ az MSC sejtekben, f¿ggetlen¿l a Tks4 jelenl®t®tŖl vagy hi§ny§t·l (18D §bra), 

illetve ezzel is igazoltuk, hogy a pluripotens ŖssejtekbŖl sikeresen differenci§l·dott MSC sejtek 

jºttek l®tre, mivel megjelentek az EMT markerek. 
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18.§bra: A HUES9 sejtbŖl differenci§ltatott Tks4-KO MSC jellegŤ sejtek jellemz®se. (A) 

Reprezentat²v f®nymikroszk·pos k®pek a gener§lt MSC sejtekrŖl, amelyek megny¼lt MSC-

szerŤ morfol·gi§t mutatnak (m®retar§nyos s§v 75 ɛm). (B) A WT MSC ®s a k®t Tks4-KO MSC 

kl·n mezenchim§lis Ŗssejtekre jellemzŖ markereket (CD90, CD73, CD44) bemutat· §raml§si 

citometri§s hisztogramok. (C) A pluripotencia markert (TRA-1-81) ®s hematopoetikus 

Ŗssejt/sejt markereket (CD34, CD133, CD45) bemutat· hisztogramok. (D) A Vimentin ®s a 

Fibronectin EMT (®s differenci§l·d§si) markerek WB anal²zise pluripotens Ŗssejtekben (WT ®s 

Tks4-KO) ®s a l®trehozott MSC (WT ®s Tks4-KO) sejtvonalakban. 

4.5. Tks4 hi§ny§nak funkcion§lis vizsg§lata a differenci§ltatott mezenchim§lis 

Ŗssejtekben 

 

Miut§n meggyŖzŖdtem arr·l, hogy a Tks4 jelen van a l®trehozott WT MSC-szerŤ sejtekben is 

(19A §bra), Proteome Profilier Hum§n Pluripotens Ŗssejt array-t (R&D Systems, ARY010) 

haszn§ltam, hogy megvizsg§ljam a Tks4 mut§ci· hat§s§t a differenci§l·dott MSC sejtekben. 

HŖt®rk®pen (19B §bra) §br§zoltam az eredm®nyeket, hogy egys®gesen l§ssuk az ºsszes marker 

v§ltoz§s§t a differenci§ltatott MSCk-ben az eredeti pluripotens embrion§lis Ŗssejtekhez k®pest. 

Az §br§r·l leolvashat·, hogy a HUES9 pluripotens (WT ®s Tks4-KO) sejtek magas szinten 

expressz§lt§k az Oct4, Sox2 ®s Nanog Ŗssejtmarkereket, de a sejtdifferenci§ci·s feh®rj®ket nem 

expressz§lj§k a pluripotens term®szet¿knek megfelelŖen. A differenci§ltatott MSC vonalakban 

viszont a pluripotencia markerek expresszi·ja csºkkent, ®s a differenci§ci·t szab§lyoz· 

feh®rj®k expresszi·ja megemelkedett.  

Tov§bbiakban csak a differenci§ltatott vad ®s Tks4 hi§nyos sejtek mezenchim§lis tulajdons§gait 

hasonl²tottuk ºssze: §ltal§noss§gban elmondhat·, hogy mindk®t Tks4-KO MSC-kl·nban a 

sejtek differenci§ci·j§val kapcsolatos markerek alacsonyabb szinten voltak, mint a vad MSC 

kl·nokban (19BC §bra). A mezoderm§lis markerek (Snai1 ®s FoxA2) expresszi·s szintj®nek 

csºkken®se a Tks4-KO MSC kl·nokban arra utal, hogy a Tks4 hi§nya eset®n az MSC 

differenci§l·d§s megv§ltozhat ®s kev®sb® erŖteljes lehet, mint a WT sejtekben. Hasonl·k®ppen, 

a csontszºvet kialakul§s§ban szerepet j§tsz· GATA4 (GATA Binding Protein 4) ®s GSC 

(Homeobox protein goosecoid) transzkripci·s faktorok szintje alacsonyabb volt a Tks4-KO 

MSC-kben, mint a WT sejtekben, ami tov§bb erŖs²ti azt az hipot®zist, hogy a Tks4 hi§nya 

lass²tja a mezenchim§lis ir§ny¼ differenci§l·d§st [83,84]. Ezek az adatok ºsszhangban vannak 

azzal a megfigyel®ssel, hogy a Tks4-nek szerepe van a csontszºvet-k®pzŖd®sben, ami 

ºsszef¿gghet az FTHS betegek csontfenot²pus§val. 
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£rdekes m·don az E-cadherin ®s a Snai1 szintje alacsonyabb volt a Tks4-KO MSC-kben (19C 

§bra), ami arra utal, hogy a Tks4 hi§nya megv§ltoztathatja az EMT folyamat§t az MSC-v® 

tºrt®nŖ differenci§l·d§s sor§n.  

A k®t Tks4-KO kl·n nagyon hasonl· fenot²pust mutatott az eml²tett differenci§ci·s markerek 

tekintet®ben, kiv®ve az endoderm marker AFP expresszi·s szintj®t. A Tks4-KO 2 kl·n a Tks4-

KO 1 kl·nhoz ®s a WT sejtekhez k®pest csºkkent AFP-szintet mutatott, ami ºsszhangban van 

a spont§n differenci§l·d§si k²s®rletek sor§n kapott ICC eredm®nyekkel. 

¥sszefoglalva, azt felt®telezz¿k, hogy a Tks4-KO MSC sejtek r®szleges hibrid EMT 

fenot²pussal rendelkeznek lecsºkkent E-cadherin ®s transzkripci·s faktor expresszi·s 

szintekkel. Teh§t a Tks4 hi§nya nem blokkolta a mezenchim§lis differenci§ci·t az embrion§lis 

Ŗssejtekben hiszen p®ld§ul a Vimentin ®s Fibronectin expresszi·s szintek, valamint maga a 

sejtek morfol·gi§ja l®nyegesen nem t®rt el a Tks4-KO kl·nokban, de a Tks4-g®nki¿t®s lass²totta 

a folyamatot, ahogy sz§mos marker expresszi·ja nem ®rte el a vadt²pusban m®rt szinteket.  
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 19.§bra: Tks4 hi§ny§nak funkcion§lis vizsg§lata a mezenchim§lis Ŗssejt ir§ny¼ differenci§ci· 

sor§n (A) WB, amely a Tks4 jelenl®t®t mutatja a WT MSC sejtekben ®s a Tks4-KO MSC 

kl·nokban a Tks4 feh®rje hi§ny§t. (B) HŖt®rk®p, amely ºsszehasonl²tja a pluripotens Ŗssejtek 

(WT ®s Tks4-KO) ®s a gener§lt MSC (WT ®s Tks4-KO) sejtek Proteome Profiler Hum§n 

Pluripotens Ŗssejt array eredm®nyeit. A k®t Tks4-KO kl·nt k¿lºn-k¿lºn m®rt¿k, de a kapott 

adatsorokat ºsszevontuk, ®s k®t f¿ggetlen biol·giai minta §tlag§t §br§zoltuk. (C) A korai 

differenci§l·d§si markerek (E-cadherin, Snai1, FoxA2, GATA4, GSC, AFP) protein szintjeinek 

v§ltoz§sait k¿lºn is §br§zoltam oszlopdiagrammon ®s a k®t Tks4-KO MSC kl·n eredm®nyeit 

szepar§ltan is bemutatom.  

A heterozig·ta kl·nokat k®sŖbbi felhaszn§l§sra lefagyasztottam, a jelen k²s®rletsorozatban nem 

vizsg§ltam tov§bb, mert a heterozig·ta Tks4 mut§ci·k eg®rben ®s emberben nem okoztak 

fenot²pikus elv§ltoz§sokat, ²gy nem modellezt¿k tov§bb in vitro ezt a genot²pust. Ugyanakkor 

a heterozig·ta Tks4 HUES9 sejtvonalak ®rdekes kiindul§si pontjai lehetnek tov§bbi 

vizsg§latoknak, ahol a Tks4 reduk§lt expresszi·j§nak hat§s§t lehetne vizsg§lni hESCk 

haszn§lat§val.   
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Tks4 szerepe a tumorbiol·gi§ban 

 

4.6. A Tks4 hi§nyos A549 hum§n t¿dŖ adenokarcin·ma sejtvonal l®trehoz§sa ®s 

jellemz®se 

 

A Tks4 §llv§nyfeh®rje felfedez®se ·ta sz§mos munka f·kusz§lt a Tks4 invadop·dia ®s 

podosz·ma k®pzŖ hat§s§ra, de arr·l kev®s kutat§s jelent meg az elm¼lt ®vekben (az ®n 

munk§mmal p§rhuzamosan), ami a Tks4 tumorbiol·giai EMT szab§lyoz· szerep®t is vizsg§lta. 

Ezek a kutat§sok vastagb®lr§k eset®ben vizsg§lt§k, hogy a Tks4 g®n ki¿t®se EMT-szerŤ 

fenot²pust id®z elŖ, azonban a Tks4 alacsony expresszi·j§nak szerep®t m§s r§kt²pusok EMT-

folyamat§ban m®g nem vizsg§lt§k. Ez®rt az ®n PhD munk§m m§sodik r®sz®ben egy eddig m®g 

ilyen szempontb·l nem kutatott r§kt²pust, a t¿dŖr§kban elŖfordul· EMT folyamat§t vizsg§ltam 

Tks4 jelenl®t®ben ®s hi§ny§ban. 

 Az A549 t¿dŖr§kos sejtvonalat v§lasztottuk modellnek a Tks4 feh®rje EMT-re gyakorolt 

hat§s§nak vizsg§lat§hoz t¿dŖr§kban. Az A549 sejtek m®rhetŖ m®rt®kben expressz§lj§k a Tks4-

et ®s epiteli§lis fenot²pust mutatnak, ²gy sz®les kºrben alkalmazz§k Ŗket a t¿dŖr§kkutat§sban, 

®s ide§lisak az EMT vizsg§lat§ra [85,86]. 

Jellemeztem az A549 sejteket, ®s a kariogram kimutatta, hogy h§rom p®ld§nyban tartalmazz§k 

az 5. kromosz·m§t, kºvetkez®sk®ppen h§rom k¿lºnbºzŖ SH3PXD2B all®lt hordoznak 

(f¿ggel®k 1.§bra). Ennek ®rdek®ben a CRISPR/Cas9 rendszert haszn§ltam a Tks4 feh®rj®t 

k·dol· SH3PXD2B g®n ki¿t®s®re. K®tf®le Tks4-knockout (KO) A549-sejtvonalat hoztam l®tre, 

amelyek mindegyike csak az SH3PXD2B 2. exonj§ban tartalmazott k¿lºnbºzŖ mut§ci·kat 

(20A §bra). A Sanger-szekven§l§s kimutatta, hogy mindk®t Tks4-KO A549 kl·n mindh§rom 

all®lban del®ci·s mut§ci·kat tartalmaz, amelyek leolvas§si keret eltol·d§st (frameshift mut§ci·) 

®s ²gy sz§mos stop kodon megjelen®s®t okozt§k a Tks4 feh®rje szekvenci§j§ban. A sejtvonal 

SNP autentifik§ci·s anal²zise kimutatta, hogy a l®trehozott kl·nok genomj§ban az SNP mint§zat 

megegyezik a vad t²pus¼ A549 sejtek DNS-®vel (f¿ggel®k 2.§bra), teh§t maga a CRISPR 

technika nem okozott off-target elv§ltoz§sokat. A Tks4 feh®rje hi§ny§t Western blot (20B §bra) 

®s immunocitok®mia seg²ts®g®vel igazoltam (20C §bra). MegfigyelhetŖ, hogy a SH3PXD2B 

mut§ci·i nem befoly§solt§k a sejtek prolifer§ci·s kapacit§s§t, amit MTT assay bizony²tott (20D 

§bra); azonban a Tks4-KO A549 kl·nok morfol·gi§ja megv§ltozott, mivel a sejtek ors·szerŤ 

alakot mutattak (20F §bra). Ezenk²v¿l az F-aktinnal festett sejteket formafaktor 

kvantifik§ci·nak is al§vetettem, ahol az 1-hez kºzeli ®rt®k kerekebb alakot jelent [74]. A 

statisztikai anal²zis kimutatta, hogy a Tks4-KO kl·nok jelentŖsen alacsonyabb formafaktor 
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®rt®keket mutattak (20E §bra), jelezve, hogy a vad t²pus¼ sejtek jelentŖsen kerekebb alak¼ak, 

mint a Tks4-KO sejtek.  
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20.§bra: Tks4-hi§nyos A549 hum§n t¿dŖ adenokarcin·ma sejtek jellemz®se. 

(A) A Tks4-KO kl·nok DNS-szekvencia-v§ltoz§sai (pirossal jelºlt del®ci·s esem®nyek) a 

CRISPR-Cas9 genomszerkeszt®s ut§n, valamint ezek feh®rjeszintŤ kºvetkezm®nyei. A 

referencia (WT) Tks4 szekvenci§t (NM_001017995.3) az NCBI GenBankb·l tºltºttem le. (B) 

A Tks4 hi§ny§nak valid§l§sa a Tks4-KO sejtekben WB seg²ts®g®vel. (C) A Tks4 hi§ny§nak 

valid§l§sa a Tks4-KO sejtekben ICC-vel (nagy²t§s: 40x). (D) A Tks4-KO ®s a vad t²pus¼ sejtek 

MTT-teszttel m®rt proliferat²v kapacit§s§nak ºsszehasonl²t§sa. (E) A formafaktort 0 ®s 1 kºzºtti 

®rt®kk®nt adjuk meg, ahol a kºr alak¼ sejtform§t az 1-hez kºzelebbi ®rt®kek jelzik (n=110 

minden sejtt²pusonk®nt). (F) A Tks4-KO sejtek megny¼lt morfol·gi§j§t bemutat· reprezentat²v 

konfok§lis k®pek (nagy²t§s: 63x). A sejtmagok DAPI-val (k®k), az aktin filamentumok pedig 

falloidinnal (piros) vannak festve. A k²s®rletet h§romszor ism®teltem meg, ®s k²s®rletenk®nt ºt 

v®letlenszerŤ mezŖt rºgz²tettem. 

 

4.7. A Tks4 ki¿t®s hat§sa az invadop·diumok kialakul§s§ra ®s a sejtmigr§ci·ra  
 

A Tks4 podosz·ma/invadop·dia-k®pzŖ szerep®t m§r sz§mos sejtt²pusban megerŖs²tett®k, de 

t¿dŖr§ksejtekben m®g nem. E funkci· vizsg§lat§ra vad t²pus¼ ®s Tks4-KO A549 

t¿dŖadenokarcin·ma sejtekben vizsg§ltuk az invadop·dia markerek: Tks5 ®s a cortactin szintj®t 

®s lokaliz§ci·j§t.  
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A WB eredm®nyek azt mutatj§k, hogy a Tks4 ki¿t®s nem befoly§solta a Tks5 ®s a cortactin 

feh®rje expresszi·s szintj®t (21 AB §bra).  Ezt kºvetŖen a sejteket F-aktinnal egy¿tt festettem 

meg a Tks5 (21D §bra), illetve a cortactin eset®ben (21E §bra), ®s kisz§m²tottam a Pearsonôs 

kolokaliz§ci·s koefficienst (21 CF §bra). A Tks5/F-aktin fest®s eset®ben a kolokaliz§ci· eleve 

alacsony volt a vad t²pus¼ A549 sejtekben, ®s nem volt kimutathat· jelentŖs csºkken®s a Tks4-

KO kl·nokban (21C §bra). Ezzel szemben a cortactin/F-aktin festŖd®s Pearson-koefficiense 

magas volt a vad t²pus¼ sejtekben, ®s jelentŖsen csºkkent a Tks4-KO1 sejtekben (21F §bra). 

Ezen eredm®nyek alapj§n mivel a cortactin ®s az F-aktin egy¿ttesen sz®les kºrben haszn§lt 

markere az invadop·dia strukt¼r§knak, ezeket haszn§ltam fel az invadopodi§k specifikus 

azonos²t§s§ra ®s kvantifik§ci·j§ra a sejtekben [37,87ï89]. A membr§n kºr¿li ®s citoplazm§ban 

l®vŖ, cortactin ®s F-aktin kettŖs festŖd®sŤ, kºr/gyŤrŤ alak¼, pontszerŤ strukt¼r§kat 

sz§mszerŤs²tettem sejtenk®nt ®s ²gy az invadopodi§k sz§m§t §br§zoltam. A koraktin/F-aktin 

pozit²v f·kuszok/pontok elemz®se azt mutatja, hogy az invadop·dia strukt¼r§k sz§ma mindk®t 

Tks4-KO sejtben csºkkent (21G §bra).  
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21.§bra: A Tks4 del®ci· hat§sa a t¿dŖr§ksejtek invadop·dia k®pzŖd®s®re. WB anal²zis a Tks5 

(A) ®s a cortactin (B) eset®ben. A C panel az F-aktin ®s a Tks5 Pearsonôs-f®le kolokaliz§ci·s 

egy¿tthat·j§t §br§zolja. (D) A Tks5 ®s az F-aktin ICC fest®se (konfok§lis k®pek, nagy²t§s: 63x) 

(E) A kulcsfontoss§g¼ invadop·dia-markerek, az F-aktin (piros) ®s a cortactin (zºld) 

immuncitok®miai fest®se, melyen az invadop·dia-szerŤ strukt¼r§kat jelºlŖ narancss§rga pontok 

l§that·ak (feh®r nyilakkal jelºlve; konfok§lis k®pek, nagy²t§s: 63x). (F) Az F-aktin ®s a cortactin 

kolokaliz§ci·ja a Pearsonôs-koefficiens meghat§roz§sa alapj§n. (G) Az invadop·diumok 

sz§m§nak kvantitat²v elemz®se a cortactin ®s az F-aktin kolokaliz§ci·ja alapj§n. Az §bra az 

invadop·di§k §tlagos sz§m§t mutatja sejtenk®nt (minden pont egy sejtnek felel meg). 

 

Tekintettel arra, hogy az invadop·diumok olyan membr§nstrukt¼r§k, amelyeket a r§kos sejtek 

mozg§sra haszn§lnak, ®s §ltal§ban a migr§ci· szab§lyoz§s§hoz kapcsol·dnak, az A549 sejtek 

migr§ci·s k®pess®g®t vizsg§ltam in vitro wound healing teszt seg²ts®g®vel. Az eredm®nyek a 

Tks4-KO sejtek migr§ci·s k®pess®g®nek enyhe csºkken®s®t mutatt§k a vad t²pus¼ sejtekhez 

k®pest (22A §bra). Kor§bbi tanulm§nyok kimutatt§k, hogy az EGF fokozhatja a t¿dŖr§ksejtek 

migr§ci·j§t, ez®rt megvizsg§ltuk az EGF-kezel®s hat§s§t a Tks4-KO sejtek migr§ci·s 

k®pess®geire is [85]. Az eredm®nyek azt mutatt§k, hogy a vad t²pus¼ sejtek migr§ci·s sebess®ge 

jobban megnŖtt EGF-stimul§ci· hat§s§ra a Tks4-KO sejtekhez k®pest (21B §bra). Ez a 

megfigyel®s arra utal, hogy a Tks4 ki¿t®s csºkkentette a sejtek migr§ci·s k®pess®g®t, m®g EGF-

kezel®s jelenl®t®ben is. 

 



рс 
 

 
 

 

22.§bra: A Tks4-KO t¿dŖr§ksejtek migr§ci·s k®pess®g®nek vizsg§lata wound healing teszttel. 

A bal oldali panel a Tks4-KO sejtek migr§ci·j§t mutatja (A), a jobb oldali panel pedig az EGF-

kezel®s (50 ng/ml) hat§s§t a sejtmigr§ci·ra (B). A piros jelºl®s a statisztikailag szignifik§ns 

k¿lºnbs®geket jelzik a WT sejtekhez k®pest Tks4-KO sejtek eset®ben.  

 

4.8. A Tks4 ki¿t®s hat§sa az EMT-szerŤ folyamatra 

 
Ezut§n RT-qPCR, WB ®s ICC m·dszerekkel megm®rtem az EMT markerek v§ltoz§s§t a Tks4 

ki¿t®s®t kºvetŖen, hogy megvizsg§ljam a Tks4 nemr®g felfedezett, de kev®sb® ismert hat§s§t a 

t¿dŖr§ksejtek EMT folyamat§ra (23. §bra). A qPCR eredm®nyek azt mutatt§k, hogy a 

mezenchim§lis markerek (fibronectin, Snai1, Snai2 ®s Twist) a vad t²pus¼ A549 sejtekben 

alapszinten expressz§l·dtak; azonban mindk®t Tks4-KO kl·nban a fibronectin ®s a Snai2 

expresszi·s szintje emelkedett, m²g az E-cadherin expresszi·ja csºkkent. Ezenk²v¿l az egyik 

Tks4-KO kl·n a Snai1 ®s a Twist transzkripci·s faktorok megnºvekedett mRNS-szintj®t 

mutatta (23A §bra). A vimentin ®s a fibronectin a Tks4-KO sejtekben a vad t²pus¼ sejtekhez 

k®pest megnºvekedett expresszi·t mutat ICC ®s WB m®r®sek alapj§n (23 BC §bra). A Tks4-

KO sejtekben m§s EMT markerek, p®ld§ul az N-cadherin expresszi·s szintj®ben nem ®szlelt¿nk 

szignifik§ns k¿lºnbs®geket (23D §bra). Ezen markerek, k¿lºnºsen a fibronectin, vimentin, 

Snai2 ®s E-cadherin megv§ltozott expresszi·s szintje, valamint a Tks4-KO sejtek megv§ltozott, 
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megny¼lt morfol·gi§ja (20EF §bra) arra utal, hogy a Tks4-KO sejtek EMT-szerŤ fenot²pust 

mutatnak. 
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 23.§bra: Az EMT-vel kapcsolatos markerek expresszi·s szintj®nek v§ltoz§sa a Tks4-KO 

sejtekben RT-qPCR, ICC ®s WB m·dszerekkel. 

(A) Az EMT-vel kapcsolatos legfontosabb transzkripci·s faktorok (Zeb1, Snail1, Snail2, Twist) 

®s az epiteli§lis-mezenchim§lis markerek (N-cadherin, E-cadherin, Vimentin, Fibronectin 

(Fn1)) RT-qPCR anal²zise. A g®nexpresszi·s szinteket a GAPDH-ra normaliz§ltam. A vimentin 

(B), fibronectin (C), N-cadherin (D) (Alexa Fluor 488-zºld) lokaliz§ci·j§t F-aktinnal 

(Phalloidin-piros) festve ICC seg²ts®g®vel vizualiz§ltam (konfok§lis k®pek, nagy²t§s: 63x 

k®pek). A vizsg§lt feh®rj®k szintj®t WB-al m®rtem (jobb oldali panelek). 

 

4.9. A Tks4 expresszi·j§nak downregul§ci·ja a nem kissejtes t¿dŖr§k (NSCLC) 

progresszi·j§ban 

 

A Tks4 feh®rje hum§n t¿dŖr§kra gyakorolt hat§s§nak tov§bbi vizsg§lat§hoz a GEPIA2 (Gene 

Expression Profiling Interactive Analysis) adatb§zis seg²ts®g®vel elemeztem a Tks4 mRNS 

szintj®t t¿dŖr§kos betegekbŖl sz§rmaz· mint§kban.  

Az adatb§zis a Tks4 mRNS expresszi·j§nak szignifik§ns csºkken®s®t mutatta ki a tumoros 

t¿dŖszºvetekben a norm§l t¿dŖszºvetekhez k®pest mind a t¿dŖ adenokarcin·ma, mind a t¿dŖ 

laph§msejtes karcin·ma eset®ben (24A §bra). Tov§bb§ azt is megfigyeltem, hogy a Tks4 mRNS 

csºkkent szintje a t¿dŖr§kos betegek rosszabb t¼l®l®s®vel korrel§l (24B §bra). 

Az in silico eredm®nyek valid§l§sa ®rdek®ben hum§n cDNS array-t v®geztem a Tks4 mRNS-

szintj®nek m®r®s®re 48 hum§n t¿dŖszºvetmint§ban, amely eg®szs®ges ®s k¿lºnbºzŖ st§dium¼ 

nem kissejtes t¿dŖtumor mint§kat is tartalmazott. A hum§n t¿dŖtumor cDNS array eredm®nyei 

al§t§masztott§k az adatb§zis-elemz®s eredm®nyeit, ®s a Tks4 expresszi·j§nak csºkken®s®t 

mutatt§k a t¿dŖr§kos mint§kban a norm§l mint§khoz k®pest (24C §bra). Emellett a t¿dŖr§k 

st§diumainak elemz®se olyan tendenci§t mutatott, hogy a Tks4 szintje a norm§l szºvetekben 

volt a legmagasabb, ®s minden st§diumban szignifik§nsan alacsonyabb volt a Tks4 szintje, 

legfŖk®ppen a legalacsonyabb szint az agressz²vebb, IV. st§dium¼ t¿dŖr§kban volt (24D §bra). 

A Tks4 alacsony expresszi·s szintje metasztatikus r§kos betegekn®l tov§bb valid§lta a Tks4-

hi§nyos t¿dŖr§k sejtmodell¿nket a Tks4 EMT szab§lyoz§sban betºltºtt szerep®nek 

tanulm§nyoz§s§ra. 

A csºkkent Tks4 mRNS-szint, mint biomarker potenci§lj§nak felm®r®se ®rdek®ben ROC 

(receiver operating characteristic) elemz®seket v®geztem, amelyek megmutatj§k a Tks4 

expresszi·s szintj®nek ®rz®kenys®g®t ®s specificit§s§t a norm§l ®s t¿dŖr§kos szºvetek 

megk¿lºnbºztet®s®ben (24E §bra). A TissueScan cDNS-array adatainak elemz®se azt mutatta, 
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hogy a Tks4 expresszi·s szintje rendk²v¿l specifikus ®s ®rz®keny markerk®nt szolg§l, amit a 

gºrbe alatti ter¿let (AUC) 0,97-es ®rt®ke is jelez (24E §bra). 

 

 

 
 

24.§bra: A Tks4 mRNS szintj®nek vizsg§lata hum§n t¿dŖtumor mint§kban bioinformatikai 

adatb§zis ®s TissueScan cDNS array seg²ts®g®vel. 

(A) Tks4 mRNS expresszi·s szintek a t¿dŖ adenokarcin·m§ban (LUAD) ®s laph§msejtes 

t¿dŖr§kban (LUSC) a GEPIA2 adatb§zisb·l (http://gepia2.cancer-pku.cn/#index). Az 

expresszi·s szinteket norm§l t¿dŖszºvetek (norm§l mint§k elemsz§ma LUAD adatsor eset®ben 

n=346, norm§l mint§k elemsz§ma LUSC adatsor eset®ben n=337) ®s tumoros t¿dŖszºvetek 

(tumoros mint§k elemsz§ma LUAD adatsor eset®ben n=483, tumoros mint§k elemsz§ma LUSC 

adatsor eset®ben n=486) eset®ben vizsg§ltam. (B) A Tks4 g®nexpresszi· prognosztikai 

elemz®se a t¿dŖr§kos betegek t¼l®l®s®re vonatkoz·an a GEPIA2 adatb§zis felhaszn§l§s§val. A 

piros vonal a "magas Tks4-szintŤ csoportot" (n=239), m²g a k®k vonal az "alacsony Tks4-szintŤ 
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csoportot" (n=238) jelºli. A szaggatott vonalak az elemz®s 2, 5 ®s 10 ®ves t¼l®l®si r§t§j§t jelzik, 

t¿krºzve a Tks4-szint k¿lºnbs®geit a t¼l®l®si gºrb®ken. (C) Hum§n TissueScan cDNS-array 

seg²ts®g®vel m®rt Tks4 g®nexpresszi·s adatok. Az expresszi·s szinteket norm§l t¿dŖszºveti 

mint§k (n=8), LUAD betegek (n=15) ®s LUSC betegek (n=12) eset®ben mutatjuk be. (D) A 

Tks4 g®nexpresszi· elemz®se k¿lºnbºzŖ st§dium¼ t¿dŖr§kszºvetekben. Az array az I-tŖl IV-ig 

terjedŖ st§diumokat tartalmazta. Ezeknek a st§diumoknak az oszt§lyoz§sa az adott daganat 

m®ret®n, valamint a nyirokcsom·k ®s/vagy t§voli szervek egyidejŤ ®rintetts®g®n alapul. A 

t¿dŖr§k legagressz²vabb st§diuma a IV. st§dium, amely az §tt®tes t¿dŖr§k. Az arrayben szereplŖ 

betegs®gst§diumok ®s a mintasz§mok a kºvetkezŖk voltak: IA (n=6), IB (n=6), IIA (n=3), IIB 

(n=8), IIIA (n=5), IIIB (n=5) ®s IV (n=7). Az expresszi·s szinteket a GAPDH-ra normaliz§ltam. 

A p-®rt®keket Student's unpaired/nem p§ros²tott t-pr·b§val vagy ANOVA-teszttel ®s Tukey 

posthoc teszttel sz§moltam ki a norm§l szºvetek Tks4 expresszi·j§hoz hasonl²tva. (E) A 

TissueScan cDNS array eredm®nyeinek ROC-elemz®se. AUC=Gºrbe alatti ter¿let: 0.97. 

 

4.10. Tks4-CAPZA1 interakci·j§nak azonos²t§sa 

 

Ahhoz, hogy megvizsg§ljuk a Tks4 szerep®t a tumorbiol·gi§ban ®s ²gy az EMT folyamat§ban, 

nem el®g a le²r· expressz·s szint elemz®sek elv®gz®se, hanem a folyamat szign§ltranszdukci·s 

aspektus§nak vizsg§lat§ra is sz¿ks®g van. Ez®rt a Tks4 §llv§nyfeh®rj®vel kapcsolatba l®pŖ 

jeltov§bb²t· molekul§k felt®rk®pez®s®t is elv®geztem, hogy a Tks4-§ltali EMT folyamat 

szab§lyoz§s lehets®ges molekul§ris kºzremŤkºdŖit azonos²tsam. E c®lb·l Tks4 

immunprecipit§ci·t (IP) v®gezt¿nk k¿lºnbºzŖ r§kos sejtekbŖl izol§lt feh®rje mint§kb·l, majd 

tºmegspektrometriai anal²zisre (MS) k¿ldt¿k a mint§kat. ¥tf®le r§kos sejtvonalat vizsg§ltunk: 

MCF7- emlŖr§k sejtvonalat, HPAC- hasny§lmirigyr§k sejtvonalat, N87- gyomorr§k, HCT116- 

vastagb®lr§k, ®s A549- t¿dŖr§k sejtvonalat. A potenci§lis Tks4-partner feh®rj®ket tartalmaz· 

list§t a f¿ggel®k 5.t§bl§zat§ban ºsszes²tettem. 

Az MS-anal²zis sor§n azonos²tott ¼j potenci§lis partnerfeh®rj®k kºz¿l a CAPZA1 felkeltette a 

figyelm¿nket a kor§bban m®g nem vizsg§lt Tks4-CAPZ interakci· miatt, valamint, hogy a 

CAPZA1 mind az ºt elemzett sejtvonalban jelen volt, mint potenci§lis Tks4 partnermolekula 

(1. t§bl§zat).  
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1. t§bl§zat: R®szlet a Tks4-IP-MS adatokb·l (a teljes adatsor a f¿ggel®k 5.t§bl§zat§ban 

tal§lhat·). 

 

vizsg§lt 

sejtvonal 
MS-azonos²tott feh®rje: Azonos²t· 

Alternat²v 

ID 

Molekula 

tºmeg 

peptidsz§m 

Anti-

Tks4-IP 

minta 

kontroll 

minta 

A549 
F-actin-capping protein subunit alpha-1 

OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=CAPZA1 PE=1 SV=3 

P52907 CAPZA1 33 kDa 4 0 

HCT116 
F-actin-capping protein subunit alpha-1 

OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=CAPZA1 PE=1 SV=3 

P52907 CAPZA1 33 kDa 9 1 

N87 
F-actin-capping protein subunit alpha-1 

OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=CAPZA1 PE=1 SV=3 

P52907 CAPZA1 33 kDa 9 1 

MCF7 
F-actin-capping protein subunit alpha-1 

OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=CAPZA1 PE=1 SV=3 

P52907 CAPZA1 33 kDa 4 0 

HPAC 
F-actin-capping protein subunit alpha-1 

OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=CAPZA1 PE=1 SV=3 

P52907 CAPZA1 33 kDa 4 0 

 

 

A CAPZA1 a CAPZB-vel egy CAPZ n®ven ismert heterodimert alkot, amely az aktin 

filamentumok t¿sk®s ñbarbedò v®g®nek szab§lyozott lez§r§s§®rt felelŖs. A leg¼jabb 

eredm®nyek azt mutatt§k, hogy a CAPZ szab§lyoz· szerepet j§tszik az EMT-vel kapcsolatos 

esem®nyekben. Huang ®s munkat§rsai kimutatt§k, hogy a CAPZA1 g§tolja az EMT-t az aktin 

citoszkeleton §trendezŖd®s®nek szab§lyoz§s§val, ®s a CAPZA1 alacsony szintje elŖseg²ti az 

EMT folyamatot, amit alacsony oxig®nszintŤ kºr¿lm®nyek kºzºtt hepatocellul§ris karcin·ma 

sejtekben m®rtek ki [90,91]. Ezen ismeretekre alapozva, ¼gy dºntºtt¿nk, hogy megvizsg§lom 

a Tks4-CAPZA1 kapcsolatot. 

ElsŖk®nt adatb§zis elemz®ses l®p®seket tett¿nk Dr. Pancsa Rita seg²ts®g®vel a Tks4 ®s CAPZA1 

feh®rj®k kºzºtti lehets®ges kºlcsºnhat· szekvencia mot²vumok azonos²t§s§ra. ElsŖsorban rºvid 

line§ris mot²vumok (SLiM) §ltal kºzvet²tett interakci·k jºhettek sz§m²t§sba a k®t feh®rje 

kºzºtti interakci·s felsz²n kialak²t§s§ban. Ennek az oka az volt, hogy b§r a Tks4 n®gy SH3 

dom®nnel rendelkezik, ®s ezeken kereszt¿l kapcsolatba tud l®pni m§s jeltov§bb²t· molekul§k 

prolinban gazdag r®gi·ival, a CAPZ heterodimer nem rendelkezik prolinban gazdag 

rendezetlen r®gi·kkal, amelyek ide§lis kºtŖhelyk®nt szolg§lhatn§nak az SH3 dom®nek 

sz§m§ra, ez®rt az SH3-medi§lt kºlcsºnhat§si mechanizmust nagyon val·sz²nŤtlennek ²t®lt¿k. 

Azonban felfedezt¿k, hogy a Tks4 harmadik ®s negyedik SH3-dom®nje kºzºtti hossz¼ 

rendezetlen r®gi· tartalmaz egy erŖsen konzerv§lt mot²vumot, amely nagym®rt®kŤ 

hasonl·s§got mutat CAPZ-t kºtŖ feh®rj®kben le²rt ĂActin Capping feh®rj®kkel kºlcsºnhat· 

rºvid line§ris mot²vumhozò (ennek a mot²vumnak a neve: capping protein interacting motif: 

CPI; l§sd http://elm.eu.org/elms/LIG_ActinCP_CPI_1). Ez a mot²vum viszonylag hossz¼, ®s 
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rendelkezik n®h§ny §ltal§nosan konzerv§lt aminosavval, valamint n®h§ny feh®rjecsal§d-

specifikus aminosav poz²ci·val, amelyek m®g a CAPZ valid§lt kºtŖpartnerei kºzºtt is jelentŖs 

variabilit§st mutatnak. A SlimSearch4 szerver seg²ts®g®vel r§kerest¿nk az egyszerŤs²tett 

(§ltal§nosan konzerv§lt aminosavak §ltal alkotott) CPI mot²vumra, hogy megtal§ljuk a hum§n 

proteomban az olyan feh®rj®ket, melyek tartalmazz§k ezt a mot²vumot [73]. Az eredm®ny¿l 

kapott lista a Tks4 636-654. szekvenci§j§t is tartalmazta, m®gpedig az 5. legmagasabb 

pontsz§mmal. Ez a pontsz§m egy kombin§lt mutat·, mely figyelembe veszi a mot²vum 

konzerv§lts§gi mint§zat§t, hossz§t, ®s rendezettlens®gi fok§t (hozz§f®rhetŖs®g®t). A SlimSerch4 

sz§m²t§sai szerint teh§t a Tks4-ben azonos²tott CPI mot²vum nagyon hasonl· a CAPZ ismert 

interakci·s partnereiben fellelhetŖ m§r valid§lt CPI mot²vumokhoz (25. §bra).  A SlimSearch4 

szervertŖl kapott magas pontsz§m abb·l ad·dik, hogy a Tks4-ben megtal§lhat· CPI mot²vum 

optim§lis, rendezetlen kºrnyezetben van, teh§t hozz§f®rhetŖ, ®s hogy a val·di, funkcion§lis 

mot²vumokra jellemzŖ szigetes evol¼ci·s konzerv§lts§gi mint§zatot mutat [92]. A Tks4-

CAPZA kºlcsºnhat§st felt§r· k²s®rletes eredm®nyeink ®s az azonos²tott mot²vum kedvezŖ 

tulajdons§gai nagyon ²g®retes, ¼j CPI mot²vum ¼tj§n kºlcsºnhat· CAPZ partnerr® teszik a 

Tks4-et. 

 

25.§bra: A SlimSearch4 szerver seg²ts®g®vel kerest¿k az §ltal§nosan konzerv§lt aminosavak 

§ltal alkotott egyszerŤs²tett CPI mot²vumot a hum§n proteomban. Zºlddel kiemelve a CAPZ 

m§r ismert interakci·s partnerei, pirossal a Tks4 (mint ¼jonnan azonos²tott) CAPZA1 partnert. 
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R®g·ta ismert, hogy a CAPZ heterodimer ¼gynevezett ñstalkò sz§r r®gi·j§hoz ezen a 

mot²vumon kereszt¿l kºtŖdnek a capping protein regul§torok, mint p®ld§ul a kazein kin§z 2-

interacting protein-1 (CKIP1), CD2 Associated Protein (CD2AP), capping protein Arp2/3 

myosin I linker (CARMIL) feh®rj®k,  SH3 Domain Containing Kinase Binding Protein 1 

(SH3KBP1 vagy m§sn®ven Cin85) [93]. A CPI mot²vumok §ltal kºzvet²tett, m§r ismert 

kºlcsºnhat§sokat a 26A §br§n mutatom be. Az §br§n a CAP heterodimer krist§lyszerkezete 

l§that· komplexben k®t k¿lºnbºzŖ partner, a CD2AP ®s a CKIP1, CPI mot²vum§val. A Tks4-

bŖl sz§rmaz· CPI-szerŤ mot²vum szekvenci§j§t ºsszehasonl²tottuk a CD2AP ®s a CKIP1 CPI 

mot²vumaival. Az illeszt®sek (26A §bra als· r®sze) azt mutatj§k, hogy a Tks4 a CPI mot²vum 

legfontosabb poz²ci·iban (a 26A §br§n pirossal jelºlt poz²ci·k) ugyanazokat vagy hasonl· 

aminosavakat tartalmaz, mint az ismert interaktorok. Ezen elemz®s alapj§n azt a konkl¼zi·t 

vontuk le, hogy a Tks4-ben tal§lhat· CPI-szerŤ mot²vum val·sz²nŤs²thetŖen az elsŖdleges 

CAPZ kºlcsºnhat§si hely, ®s potenci§lisan a CAPZ heterodimer sz§r r®gi·j§hoz kºtŖdhet, 

hasonl·an m§s Capping feh®rje regul§torokhoz (26A §bra). 

KºvetkezŖ l®p®sben az MS anal²zis mellett, k®t m§sik m·dszerrel is megpr·b§ltam kimutatni a 

Tks4 ®s CAPZA1 interakci·j§t t¿dŖr§k sejtekben. A m®r®sbe tov§bbi k®t m§sik t¿dŖtumorb·l 

sz§rmaz· sejtvonalat is bevontam (HOP-92: t¿dŖ nem kissejtes karcin·ma, NCI-H460: t¿dŖ 

nagysejtes karcin·ma). ElŖszºr az endog®n Tks4 feh®rj®t a sejtliz§tumokb·l 

immunprecipit§ltam, majd a megfelelŖ partner feh®rje (CAPZA1) elleni Western blottal h²vtam 

elŖ. A CAPZA1 mindh§rom sejtvonalban jelen volt a Tks4-§ltal szervezett feh®rje komplexben 

(26B §bra). 
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26.§bra: Tks4-CAPZA1 kºlcsºnhat§s valid§l§sa. (A) A Tks4-ben a CAPZ feh®rje kºt®s®hez 

sz¿ks®ges interakci·s mot²vum azonos²t§sa, amelyhez k®t m§r ismert CAPZ-vel interakci·ba 

l®pŖ feh®rje: a CD2AP ®s a CKIP CAPZ-vel alkotott komplex®nek krist§lyszerkezet®t tºltºtt¿k 

le a Protein Data Bank (PDB) adatb§zisb·l (https://www.rcsb.org/). A CAPZ heterodimerrel 

egy¿tt krist§lyos²tott CD2AP-ban l®vŖ CAP interakci·s mot²vum (PDB ID:3AA6; bal oldal), 

valamint CKIP-ben l®vŖ CAP interakci·s mot²vum (PDB ID:3AA1; jobb oldal) vizualiz§ci·ja. 

Als· r®szen: a CD2AP ®s a CKIP feh®rj®kben l®vŖ CAP interakci·s mot²vumok ®s illeszt®s¿k 

a Tks4-ben predikt§lt CAP mot²vumhoz. A kºlcsºnhat· mot²vum konzerv§lt aminosavai 

pirossal vannak kiemelve. (B) A Tks4-CAPZA1 kºlcsºnhat§s valid§l§sa Tks4-IP-WB 

seg²ts®g®vel. A vad t²pus¼ A549, HOP-92, NCI-H460 t¿dŖr§k sejtekbŖl Tks4-IP tºrt®nt, majd 

CAPZA1 antitesttel WB-t v®geztem. 

 

Ezut§n ICC technik§val is valid§ltam a Tks4-CAPZA1 kºlcsºnhat§s jelenl®t®t A549, HOP-92 

®s NCI-H460 t¿dŖr§kos sejtekben, hogy a feh®rje-feh®rje kºlcsºnhat§s hely®t is 

meghat§rozzam a sejtekben (27 §bra). A k®t feh®rje lokaliz§ci·j§nak bemutat§s§ra a Tks4-et 

vagy a CAPZA1-t F-aktinnal festettem, ami §ltal§noss§gban azt mutatta, hogy mind a Tks4, 

mind a CAPZA1 jelen van a membr§n kºzeli strukt¼r§kban ®s a sejtek citoplazm§j§ban (27A 

§bra). K¿lºnºsen a Tks4 kimutat§s§n§l tal§ltunk erŖteljesebb feld¼sul§st ®s kolokaliz§ci·t az 

aktinban gazdag invadop·di§kra jellemzŖ membr§nstrukt¼r§kban. A CAPZA1 lokaliz§ci·j§nak 

vizsg§latakor a CAPZA1 festŖd®si mint§zata tipikusan kis pontszerŤ eloszl§st mutatott a sejtek 

citoplazm§j§ban. Ez arra utal, hogy a CAPZA1 az aktin nem lez§rt (barbed end) v®geihez 

kºtŖdik, amelyek a citoplazm§ban sz®tsz·r·dva helyezkednek el. Az ICC ut§n, Proximity 

lig§ci·s essz®t (PLA) is v®gezt¿nk annak megerŖs²t®s®re, hogy a k®t feh®rje a sejtekben is 

kºlcsºnhat§sban van egym§ssal, nem csak a sejtliz§tumokban. A Tks4 ®s CAPZA1 kettŖs 
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fest®s®nek eredm®ny®t fix§lt sejtekben a 27B §br§n mutattom be, amely a k®t feh®rje szoros 

kºzels®g®t ®s kºtŖd®s®t bizony²tja mindh§rom t¿dŖr§kos sejtvonal sejtjeinek citoplazm§j§ban. 

 
27.§bra: A Tks4 ®s a CAPZA1 lokaliz§ci·j§nak vizualiz§ci·ja h§rom t¿dŖr§kos sejtvonalban 

(A549, HOP-92 ®s NCI-H460). (A) A Tks4-t vagy a CAPZA1-t (Alexa Fluor 488-zºld) F-aktin 

(falloidin-piros) kettŖs fest®se (konfok§lis k®palkot§s; nagy²t§s: 63x). (B) A Tks4-CAPZA1 

kºtŖd®s megerŖs²t®se a h§rom t¿dŖr§ksejtben Duolink PLA fest®ssel. A felsŖ sorokban a 

kontroll mint§k l§that·k, melyek csak m§sodlagos antitestekkel lettek kezelve (anti-ny¼l IgG 

®s anti-eg®r IgM). Az als· sorban, anti-Tks4 (ny¼l) ®s anti-CAPZA1 (eg®r) antitesteket 

egyszerre haszn§ltam a k®t feh®rje kºzºtti kºtŖd®s vizualiz§l§s§ra. A piros pontok a k®t feh®rje 
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kºzºtti kºlcsºnhat§skor jelennek meg, amikor a k®t m§sodlagos ellenanyag kºzel ker¿l 

egym§shoz. A sejthat§rokat feh®r vonalak jelzik a f§ziskontrasztos k®pek alapj§n (63x). 

 

4.11. Tks4 ki¿t®s CAPZA1-re gyakorolt hat§s§nak ®s az EMT induk§l§s§ban 

betºltºtt szerep®nek vizsg§lata 

 

A Tks4 ki¿t®s CAPZA1-re gyakorolt hat§s§nak ®s az EMT indukci·ban betºltºtt szerep®nek 

tov§bbi vizsg§lat§hoz hasonl· k²s®rleti elrendez®st alkalmaztam, mint amilyet a CAPZA1 

hepatocellul§ris karcin·ma sejtekben betºltºtt szerep®nek vizsg§lat§hoz alkalmazott Huang ®s 

mtsai. [91]. Ennek megfelelŖen a t¿dŖr§ksejteket 3 napig alacsony oxig®nszintnek (3%) tettem 

ki, hogy EMT induk§l· kºrnyezetet hozzak l®tre. Az alacsony oxig®nszintŤ §llapot §ltal§nos 

hat§s§t a GLUT1 (gl¿k·ztranszporter 1) fokozott expresszi·j§nak ®s a HIF1alfa csºkkent 

mRNS expresszi·j§nak m®r®s®vel igazoltam az alacsony oxig®nszintnek kitett mint§kban (28A 

§bra) [94,95]. Megfigyelt¿k, hogy az alacsony oxig®nszint a Snai2 mRNS (fŖ EMT TF) szintj®t 

megemelte minden mint§ban (vad ®s Tks4-KO) ºsszehasonl²tva a norm§l oxig®nszint melletti 

kºr¿lm®nyekkel. Valamint azt az eredm®nyt kaptuk, hogy a Tks4-KO kl·nokban alacsony 

oxig®nszint eset®ben, a Snai2 ®s a Twist mRNS szintj®nek emelked®se, ®s az E-cadherin 

szintj®nek csºkken®se kifejezettebb volt a vad t²pus¼ sejtekhez k®pest. Feh®rjeszinten is 

vizsg§ltuk a vimentin, az N-cadherin ®s a fibronectin expresszi·j§nak v§ltoz§sait. JelentŖs 

vimentin, N-cadherin ®s fibronectin szint nºveked®st figyelt¿nk meg a Tks4-KO 

sejtvonalakban a vad t²pus¼ sejtekhez k®pest (28B §bra). Ezek az eredm®nyek azt jelezt®k, hogy 

a Tks4-KO sejtvonalak §llapota jobban eltol·dott az EMT-folyamatok ir§ny§ba, mint a vad 

t²pus¼ sejtek®, ®s gyorsabb v§laszt mutattak az EMT-induk§l· alacsony oxig®nszintŤ 

kºrnyezetre [96]. Tov§bb§ a CAPZA1 szintje is lecsºkkent a Tks4 hi§nyos sejtekben alacsony 

oxig®nkoncentr§ci·s kºr¿lm®nyek kºzºtt az EMT folyamat sor§n (28B §bra), ami a CAPZA1 

®s a Tks4 potenci§lis koregul§ci·j§ra utalhat. 
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28.§bra: Az alacsony oxig®nkoncentr§ci·j¼ §llapot hat§sa az EMT-szerŤ fenot²pusra A549 

t¿dŖr§ksejtekben. (A) Az EMT-markerek (Fn1= fibronectin, Snai1, Snai2, Twist) ®s az alacsony 

oxig®n§llapotot jelzŖ GLUT1 ®s HIF1alfa markerek expresszi·j§nak m®r®se RT-qPCR 

seg²ts®g®vel 3 napos alacsony oxig®nkoncentr§ci·t (3% oxig®n) kºvetŖen. Az adatokat a 

normoxi§s §llapot¼ kontrollmint§khoz normaliz§ltuk, szaggatott vonallal jelezve Ă1ò szinten. 

(B) Az EMT markerek (vimentin, N-cadherin, fibronectin) ®s a CAPZA1 expresszi·s szintj®nek 

m®r®se WB-vel. A tubulint loading kontrollk®nt haszn§ltuk.  

A Tks4 interaktom vizsg§lata ®s szerepe az EMT folyamat§ban 

 
V®g¿l c®lunk az volt, hogy felt§rjuk a Tks4 §ltal kºzvet²tett molekul§ris esem®nyeket, amelyek 

r®szt vesznek az EMT szab§lyoz§s§ban. Kor§bbi tanulm§nyok kimutatt§k, hogy a Tks4 a PX 

dom®nj®n kereszt¿l a plazmamembr§nhoz k®pes kºtŖdni, ®s hogy SH3 dom®nj®n kereszt¿l 

kºlcsºnhat§sba l®p a jel§tvitelben r®sztvevŖ feh®rj®kkel, koordin§lt kapcsolatokat l®tes²tve 

azok prolinban gazdag r®gi·ival. Felt®telezt¿k, hogy a Tks4 dom®nszerkezet®nek multivalens 

tulajdons§gai ®s a k¿lºnbºzŖ t²pus¼ szign§lfeh®rj®k megkºt®s®re val· k®pess®ge lehetŖv® teheti 

nemcsak az invadop·dia-szab§lyoz· feh®rj®k, hanem a potenci§lis EMT-szab§lyoz· feh®rj®k 

toborz§s§t is. 

A Tks4-f¿ggŖ jel§tviteli ¼tvonalak m®lyebb megismer®se ®rdek®ben §ttekintettem a Tks4 

kev®s, az irodalomban le²rt kºtŖpartner®t ®s az §ltalunk azonos²tott Tks4 partnerfeh®rj®ket (a 

CAPZ feh®rj®t is bele®rtve), majd a STRING adatb§zis (https://string-db.org/) seg²ts®g®vel 

tov§bb elemeztem a Tks4 interakci·s h§l·zat§t (29. §bra). Ezut§n azokra a szign§lfeh®rj®kre 

ºsszpontos²tottam, amelyekrŖl ismert, hogy hat§ssal vannak az EMT-re (2. t§bl§zat). A feh®rje-
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feh®rje interakci·s elemz®s (29. §bra) kimutatta, hogy a Tks4 h§rom adaptorfeh®rj®vel k®pes 

feh®rjekomplexet alkotni: SH3 Domain Containing Kinase Binding Protein 1 

(SH3KBP1/Cin85), CD2AP (CD2-associated protein) ®s Growth factor receptor-bound protein 

2 (Grb2). Ez az §llv§nyfeh®rj®kbŖl §ll· csom·pont sz§mos EMT-hez kapcsol·d· jel§tviteli 

feh®rje sz§m§ra szolg§lhat dokkol· platformk®nt (2. t§bl§zat). 

Az §llv§nyfeh®rj®k mellett az Src-kin§z is jelen van ebben a feh®rje interakci·s h§l·zatban. Az 

Src-kin§z sz§mos Tks4-hez kapcsol·d·/asszoci§l·d· feh®rj®t foszforil§l, kºzt¿k a cortactint, a 

dynamin2-t, a WASL-t, a Grb2-t, az SH3KPB1-et, a NOXA1-t ®s az ADAM15-ºt (2. t§bl§zat). 

 

 

29.§bra: A Tks4 partner molekul§k feh®rje-feh®rje kºlcsºnhat§sainak elemz®se: A Tks4 teljes 

interakci·s h§l·zata.  A piros vonalak a Tks4 kºzvetlen interakci·it jelzik. A fekete nyilak az 

Src §ltali foszforil§ci·t mutatj§k. A sz¿rke vonalak a h§l·zatban l®vŖ egy®b feh®rj®k kºzºtti 

kºlcsºnhat§sokat §br§zolj§k. A s§rga ellipszis az adaptorfeh®rj®k csom·pontj§t, m²g a zºld 

ellipszis az EMT-vel kapcsolatos Tks4-partnereket jelºli. Az interakci·s elemz®st a STRING 

(https://string-db.org/) seg²ts®g®vel vizualiz§ltam, be®p²tve k²s®rleti ®s az irodalmi adatokat. 
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2. t§bl§zat: Az EMT szab§lyoz§s§ban r®sztvevŖ Tks4-partner feh®rj®k list§ja. 

 

Tks4 partner feh®rje Feh®rje t²pus ®s funkci· 
EMT-vel kapcsolatos 

funkci· 

CD2AP (CD2-associated protein) 

Adaptorfeh®rje, lokaliz§lja 

a cortactint ®s a capping 

feh®rj®ket a 

sejtmembr§nhoz [97]. 

A CD2AP-Tks4 ar§ny 

befoly§solja az EMT 

folyamatot a vastagb®lr§k 

sejtekben [64]. 

Grb2 (Growth factor receptor-

bound protein 2) 

Adaptorfeh®rje, szerepe 

van a RAS ¼tvonalban ®s 

az aktin-citoszkeleton 

§trendezŖd®s®ben az N-

WASP - Arp 2/3 ¼tvonalon 

kereszt¿l [98]. 

A Grb2 upregul§ci·ja EMT-t 

induk§l az A549 sejtekben az 

E-cadherin expresszi·j§nak 

csºkkent®se ®s a Snai1 

expresszi·j§nak nºvel®se 

r®v®n [99]. 

CAPZA1 (F-actin-capping protein 

subunit alpha-1) 

F-aktin capping feh®rje, a 

CAPZB-vel heterodimert 

alkot, ez a dimer az F-aktin 

filamentumok ñbarbedò 

t¿sk®s v®geihez tud 

kºtŖdni, hogy g§tolja a 

polimeriz§ci·t [97]. 

A CAPZA1 feh®rje csºkkent 

expresszi·ja elŖseg²ti az 

EMT-t ®s blokkolja az aktin 

citoszkeleton §trendezŖd®s®t 

hepatocellul§ris 

karcin·m§ban. A CAPZA1 

kºtŖd®si affinit§sa csºkken 

az F-aktinhoz EMT-induk§l· 

hipoxi§s kºrnyezetben [91]. 

Cortactin/CTTN (Src substrate 

cortactin) 

F-aktin kºtŖ feh®rje, 

invadop·dia/podosz·ma 

szervezŖ ®s az Arp2/3 

interakci·n kereszt¿l 

szab§lyozza az aktin 

filamentumokat [100]. 

A Cortactin elŖseg²ti az 

EMT-t melan·m§ban, 

gyomorr§kban ®s sz§j¿regi 

laph§msejtes karcin·m§ban 

[101]. 

Src (Proto-oncogene tyrosine-

protein kinase Src) 

 

Tirozin-kin§z, amely 

sz§mos jel§tviteli feh®rj®t 

k®pes foszforil§lni, 

p®ld§ul: cortactin [102ï

104], Tks4 [33,38,105], 

Grb2 [106ï108], 

SH3KBP1 [103,109,110], 

NOXA1 [111], ADAM15 

[112ï114], dynamin2 

[115,116]. 

Az akt²v Src induk§lhatja az 

EMT-t foszforil§ci·s 

esem®nyeken kereszt¿l, 

amely ez§ltal az E-cadherin 

expresszi·j§nak 

csºkken®s®hez, a sejt-sejt 

kapcsolatok gyeng¿l®s®hez 

®s a mezenchim§lis 

markerek expresszi·j§nak 

nºveked®s®hez vezet, 

p®ld§ul prosztatar§kban, 

emlŖr§kban, hasny§lmirigy 

karcin·m§ban [117ï121]. 
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Ezut§n igazoltam az EMT-ben r®sztvevŖ feh®rj®k jelenl®t®t a Tks4-interaktomban az endog®n 

Tks4 feh®rje immunprecipit§l§s§val ®s WB k²s®rletekkel a h§rom k¿lºnbºzŖ NSCLC t¿dŖr§k 

sejtt²pus liz§tumaib·l (A549: hum§n t¿dŖ adenokarcin·ma, HOP-92: hum§n t¿dŖ nem kissejtes 

karcin·ma, NCI-H460: hum§n t¿dŖ nagysejtes karcin·ma). Munk§m ezen pontj§n a HUES9 

embrion§lis Ŗssejtvonal vizsg§lat§t is bevontam az interaktom kutat§sba, ®s vad t²pus¼ HUES9 

sejteken is elv®geztem a Tks4-IP-t. A 30. §br§n mutatom be az eredm®nyeket.  

Az eredm®nyek alapj§n arra kºvetkeztett¿nk, hogy a Tks4 interakt·mban a norm§l embrion§lis 

HUES9 Ŗssejtvonalban ®s a h§rom t¿dŖr§kos sejtvonalban is Tks4-hez kapcsol·dnak a vizsg§lt 

EMT-ben szerepet j§tsz· partnerfeh®rj®k (Grb2, CAPZA1, Cortactin, CD2AP). 

 

30.§bra: A Tks4 interaktom valid§l§sa Tks4-IP-vel, majd Western blottal h§rom t¿dŖr§kos 

sejtvonalon (A549, HOP-92, NCI-H460) ®s a HUES9 embrion§lis Ŗssejtvonalon. 

£rdekelt, hogy az ismertetett EMT-vel kapcsolatba hozhat· Tks4-partner feh®rj®k kºtŖhelyei 

§tfednek-e egym§ssal a Tks4-en bel¿l, ez®rt egy ºsszefoglal· §br§t k®sz²tettem (31. §bra). 

Kor§bbi kutat§sunkban kimutattuk hogy, a Tks4 egyik partner®nek, a CD2AP-nak kºtŖd®si 

helye a Tks4-en bel¿l a 755PVVPPR760 prolin gazdag mot²vum [64]. A CAPZA1, pedig 

predikci·nk alapj§n a Tks4-en bel¿l a 636-654. szekvencia kºzºtti szakaszban k®pes bekºtŖdni, 

amelynek szekvenci§ja a Tks4-ben megtal§lhat· capping protein interacting (CPI) mot²vumnak 

felel meg. A Grb2-Tks4 kºtŖd®sre vonatkoz·an azt mutatt§k ki, hogy a Grb2 N-termin§lis SH3 

dom®nje k®pes lehet a Tks4-en bel¿l a prolin gazdag mot²vumokhoz kºtŖdni [122,123], de 

mivel a Tks4-en bel¿l tºbb ilyen mot²vum is van, ²gy nincs m®g tudom§nyos adat arr·l, hogy 

pontosan hova kºtŖdhet be a Tks4-en bel¿l. A cortactin eset®ben Crimaldi ®s kutat·csoportja 
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arra mutatott r§, hogy a Tks5 utols· SH3 dom®nj®hez kºtŖdik a cortactin. A Tks5 feh®rje a Tks4 

kºzeli homol·gja, hasonl·an a Tks4-hez rendelkezik PX ®s SH3 dom®nekkel, de 4 helyett 5 

darab SH3 dom®nbŖl §ll [45,105]. Mivel a Tks5 ºtºdik SH3 dom®nje nagyfok¼ (57%-os) 

szekvencia homol·gi§t mutat a Tks4 utols·  SH3 dom®nj®vel ez®rt val·sz²nŤs²thetŖ, hogy a 

cortactin itt l®p kapcsolatba a Tks4-el is [45,124] . A v§zolt kºtŖhelyek eddigi tud§sunk alapj§n 

nem fednek §t a Tks4-en bel¿l, a partnermolekul§k val·sz²nŤs²thetŖen nem kompet§lnak 

egym§ssal. 

31.§bra: Az EMT-vel kapcsolatba hozott ismert ®s az ®s ¼jonnan azonos²tott Tks4 

partnermolekul§k kºtŖhelyeinek bemutat§sa a Tks4-en bel¿l (1-911 aminosav sorrend, alatta a 

Tks4 dom®n szerkezete: PX ®s SH3 dom®nek, PRM (prolin gazdag mot²vum), rendezetlen 

r®gi·k) (Az §bra a uniprot.org alapj§n rajzolva). 
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5. Eredm®nyek megbesz®l®se 

 

A dolgozatban in vitro m®r®sek ®s in silico elemz®sek felhaszn§l§s§val k®t sejtt²pust, 

embrion§lis Ŗssejt eredetŤ ®s t¿dŖ tumor eredetŤ sejteket vizsg§ltam, az EMT folyamatok 

meg®rt®se szempontj§b·l.  Az EMT folyamata kulcsszerepet j§tszik az embrion§lis fejlŖd®sben, 

valamint a metasztatikus ®s agressz²v tumorok kialakul§s§ban [1,3]. Ez a folyamat mag§ban 

foglalja a fenot²pus v§lt§shoz sz¿ks®ges transzkripci·s faktorok aktiv§l·d§s§t, valamint a 

citoszkeleton §trendezŖd®s®ben r®szt vevŖ feh®rj®k ¼jraeloszt§s§t ®s felhalmoz·d§s§t a 

plazmamembr§n alatti feh®rje-komplexekben. Az eg®szs®ges sejtek eset®n v®gbemenŖ EMT j·l 

szab§lyozott, ºsszehangolt szignaliz§ci·s l®p®sek sorozata. Ezzel ellent®tben a tumorsejtek 

mezenchim§lis fenot²pus v§lt§sa r®sze a tumor progresszi·nak, mely sok faktori§lis, sokszor 

v®letlenszerŤ folyamat, amit befoly§sol az adott tumor mut§ci·s h§ttere, mikrokºrnyezete ®s 

maga a tumor heterog®n sejtºsszet®tele popul§ci·s szinten [1,5]. A doktori kutat§som fŖ 

f·kusza az EMT folyamat vizsg§lata volt norm§l (embrion§lis) ®s tumoros (t¿dŖr§k eredetŤ) 

sejtekben, k¿lºnºs tekintettel egy nemr®giben kutat·csoportunk §ltal le²rt EMT-t befoly§sol· 

feh®rje vizsg§lat§ra a Tks4 szign§l molekul§ra. 

A Tks4 §llv§nyfeh®rj®nek (SH3PXD2B g®n) orvosbiol·giai jelentŖs®g®t elŖszºr a Frank-Ter 

Haar szindr·ma (FTHS) patol·gi§j§nak kapcs§n fedezt®k fel, mikor bebizonyosodott, hogy a 

betegs®g h§tter®ben a SH3PXD2B g®n mut§ci·ja §ll. Az FTHS egy ritka, velesz¿letett fejlŖd®si 

rendelleness®g, amelynek felfedez®se ·ta tudom§nyos erŖfesz²t®sek ir§nyultak annak 

vizsg§lat§ra, hogyan fejti ki a hat§s§t a Tks4 feh®rje az FTHS §ltal ®rintett szºvetekben (zs²r, 

csont) [32,47]. H§rom k¿lºnbºzŖ eg®rmodellt hoztak l®tre a Tks4 hi§ny§nak vizsg§lat§ra in 

vivo, ®s ezek a kutat§sok inform§ci·kat szolg§ltattak arr·l, hogy a Tks4 hogyan szab§lyozza a 

csont- ®s zs²rszºvetek homeoszt§zis§t [47,48,60]. Viszont a Tks4-KO egerek seg²ts®g®vel 

v®gzett k²s®rletek nem adnak inform§ci·t arr·l a mechanizmusr·l, amelyen kereszt¿l a Tks4 

feh®rje molekul§ris szinten kifejti hat§s§t, illetve hogyan befoly§solja a jeltov§bb²t· utakat a 

sejtek differenci§l·d§sa sor§n ®s milyen szign§l molekul§kkal l®p kºlcsºnhat§sba. R§ad§sul a 

k²s®rleti eg®rsejtek haszn§lata kev®sb® hat®kony, mint a hum§n sejtek®, ugyanis az §llati 

rendszerekben kapott eredm®nyeket valid§lni sz¿ks®ges hum§n sejtekben. Ez®rt ¼gy 

dºntºtt¿nk, hogy egy megfelelŖ in vitro modellt hozunk l®tre a Tks4 feh®rje hi§ny§nak hum§n 

sejtekben tºrt®nŖ tov§bbi elemz®s®re, olyan sejtt²pusokban melyek sz®leskºrŤ differenci§l·d§si 

k®pess®ggel rendelkeznek. A pluripotens Ŗssejt-alap¼ k²s®rletek ®s a CRISPR/Cas9 m·dszer 

alkalmaz§sa a Tks4 g®n ki¿t®s®re lehetŖv® teszi sz§munkra, hogy kºzvetlen¿l hum§n sejtekben 
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fedezz¿k fel a Tks4 hat§sait, vizsg§ljuk a Tks4 §llv§nyfeh®rje molekul§ris 

interakt·mj§t/jel§tvitel®t, ®s valid§ljuk az eg®rk²s®rletek eredm®nyeit. 

Sikeresen l®trehoztunk k®t homozig·ta Tks4-KO kl·nt ®s k®t heterozig·ta Tks4-KO kl·nt a 

norm§l kariot²pus¼ HUES9 embrion§lis Ŗssejtvonalb·l. Szekven§l§si eredm®nyeink azt 

mutatt§k, hogy rºvid inzerci·s-del®ci·s (indel) esem®nyek (kevesebb, mint 15 b§zisp§r) 

alakultak ki a l®trehozott sejtvonalak mut§lt all®ljaiban. A Tks4-KO HUES9 sejtek mind a 

h§rom cs²ralemez ir§nyba k®pesek voltak differenci§l·dni, hasonl·an az eredeti WT HUES9 

sejtekhez, amelyet egy spont§n differenci§l·d§si k²s®rlet sor§n mutattunk ki. A Tks4-KO 

Ŗssejtek pluripotenci§j§t immunfest®ssel (Oct4, Nanog) ®s §raml§si citometri§val erŖs²tett¿nk 

meg (SSEA-4). Elt®r®seket figyelt¿nk meg az endoderm AFP marker expresszi·j§ban a k®t 

Tks4-KO sejtvonal kºzºtt, mivel a m§sodik Tks4-KO kl·nban extr®m alacsony AFP 

expresszi·t ®szlelt¿nk feh®rje ®s mRNS szinten a spont§n differenci§l·d§s ®s az MSC kult¼r§k 

eset®ben is (17AE ®s 19C §bra). Az elt®r®snek az alapj§t nem vizsg§ltuk, b§r ®rdekes lenne 

tanulm§nyozni az AFP expresszi·s szinteket FTHS betegekben ®s Tks4-KO egerekben, hogy 

esetlegesen azonos²tsunk egy korrel§ci·t az alacsony AFP expresszi· ®s az FTHS-hez 

kapcsol·d· fenot²pusok kºzºtt. Hipot®zis¿nk szerint, mivel az AFP kritikus a nemi szºvetek 

megfelelŖ fejlŖd®s®hez; ez®rt az AFP hi§nya r®szben okozhatja a meddŖs®get, amelyet az 

SH3PXD2B-mut§ns egerekben ®s FTHS-ben szenvedŖ egy®nekben figyeltek meg [125].  

¥sszefoglalva, eredm®nyeink azt mutatj§k, hogy a Tks4 hi§nya nem zavarja fundament§lisan a 

cs²ralemez-k®pzŖd®s elsŖ l®p®seit. Tekintettel arra, hogy az FTHS betegekben is mindh§rom 

cs²ralemez kifejlŖdik az embrion§lis fejlŖd®s sor§n ®s a Tks4-KO egerekben is, ®letk®pes 

ut·dokat eredm®nyezve, nem meglepŖ, hogy a Tks4-KO HUES9 sejtek is megŖrizt®k 

sz®leskºrŤ differenci§l·d§si k®pess®g¿ket. Felt®telezz¿k, hogy a Tks4 hi§nya megzavarhatja a 

sejtek/szºvetek specializ§ci·j§t, valamint megv§ltozott sejtmatur§ci·t eredm®nyezhet in vivo 

az embrion§lis korban ®s in vitro HUES9 sejtekben. Ezt a hipot®zist ¼gy tesztelt¿k, hogy MSC 

sejtekk® differenci§ltattuk a HUES9 sejteket. Mivel k®t FTHS §ltal is ®rintett szºvett²pus, az 

®rett csont- ®s zs²rsejtek egy kºzºs Ŗssejtt²pusb·l, az MSC-bŖl sz§rmaznak, ²gy a Tks4 ki¿t®s 

hat§s§t vizsg§ltuk a MSC differenci§l·d§s ir§ny§ra. Az embrion§lis Ŗssejtek speci§lis 

kºr¿lm®nyek kºzºtt k®pesek MSC-t k®pezni, ®s az MSC-k®pzŖd®si folyamat kºvethetŖ in vitro, 

²gy megvizsg§ltuk a Tks4-KO HUES9 sejtek MSC fejlŖd®si potenci§lj§t. 

Eredm®nyeink kimutatt§k, hogy a HUES9 sejtek (a l®trehozott Tks4-KO sejtvonalak is) 

k®pesek tov§bb differenci§l·dni MSC sejtekk®. A Tks4 hi§ny hat§s§nak vizsg§lat§ra v®gzett 

k²s®rleteink sor§n azt vett¿k ®szre, hogy a Tks4-KO MSC sejtekben tºbbf®le mezoderm§lis ®s 
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osteog®n marker expresszi·s szintje alacsonyabb volt (19BC §bra). Teh§t az MSC ir§ny¼ 

differenci§ci· megtºrt®nik Tks4 hi§ny§ban is, de a tov§bbi differenci§ci·hoz ®s csont ir§ny¼ 

elkºtelezŖd®shez sz¿ks®ges faktorok csºkkent m®rt®kben vannak jelen a Tks4-KO MSC 

vonalakban.  

Kor§bban m§r munkacsoportunk le²rta, hogy a Tks4-nek van szab§lyoz· szerepe az EMT-szerŤ 

folyamatokban igaz csak vastagb®lr§k eset®n [62]. Ez®rt megm®rt¿k az EMT-hez kapcsol·d· 

markerek (fibronectin, Snai1, Twist) expresszi·s szintj®t a HUES9 sejtek spont§n 

differenci§l·d§si folyamat§ban. Nem r§kos sejtekben, mint p®ld§ul a hum§n embrion§lis 

Ŗssejtekben, nem ®szlelt¿nk jelentŖs k¿lºnbs®geket az EMT markerek expresszi·s szintj®ben a 

WT ®s a Tks4-KO sejtek kºzºtt, ®s arra a kºvetkeztet®sre jutottunk, hogy a Tks4 hi§nya nem 

zavarja az EMT folyamat§t az embrion§lis Ŗssejtekben. Ezzel szemben a mezenchim§lis 

ir§nyban differenci§ltatott Tks4-KO MSC-k EMT-vel kapcsolatos tulajdons§gai v§ltoz§sokat 

mutatt§k: a fŖbb EMT markerek (E-cadherin ®s Snai1) expresszi·s szintje megv§ltozott. Ezek 

alapj§n felt®telezz¿k, hogy a Tks4 nem kulcsszab§lyoz·ja az EMT-nek, de szerepet j§tszik a 

folyamat finomhangol§s§ban. A megfigyelt EMT-szerŤ esem®nyeket k²s®rŖ expresszi·s 

v§ltoz§sok a Tks4-KO MSCk-ben (pl. csºkkent E-cadherin ®s Snai1 feh®rje szintek) ®s a 

csontszºvet kialakul§s§ban szerepet j§tsz· (GATA4, GSC) transzkripci·s faktorok alacsonyabb 

szintje arra utalnak, hogy a differenci§l·d§si folyamat kinetik§j§t befoly§solja a Tks4. A 

megv§ltozott EMT markerek szintje Tks4 hi§ny eset®n eredm®nyezhet megv§ltozott 

differenci§l·dott szºvetºsszet®telt, amely az FTHS eset®n megfigyelhetŖ megv§ltozott 

csontszºvet h§tter®ben §llhat. Ezek az adatok ºsszhangban vannak azzal a megfigyel®ssel, hogy 

a Tks4 hi§ny§nak szerepe van a csºkkent ®s a norm§list·l elt®rŖ csontszºvet-k®pzŖd®sben a 

Tks4-KO egerekben is, hasonl·k®ppen a Tks4-mut§ci·t hordoz· FTHS betegek 

oszteoporotikus szerkezetŤ ®s megrºvid¿lt csontfel®p²t®s®hez [61]. 

¥sszefoglalva, kulcsfontoss§g¼ eredm®nyek kºzºtt szerepel egy in vitro hum§n Ŗssejt 

modell l®trehoz§sa annak vizsg§lat§ra, hogyan hat a Tks4 feh®rje hi§nya az Ŗssejtekre: a 

Tks4-KO HUES9 sejtek ugyan k®pesek h§rom cs²ralemez l®trehoz§s§ra, de az FTHS §ltal 

®rintett sejtt²pusok ir§ny§ba tºrt®nŖ differenci§l·d§s hat®konys§g§ban elt®rnek a vad 

t²pus¼ HUES9 sejtektŖl. 

A disszert§ci· m§sodik fel®ben a patol·gi§s EMT folyamatok ®s a Tks4 kapcsolat§t vizsg§ltam 

t¿dŖ tumor eset®n. Kutat·csoportunk ®rdeklŖd®s®t felkeltette, hogy az elm¼lt ®vekben egyre 

nagyobb figyelmet kapott az a felt®telez®s, hogy a Tks4 egyes r§kt²pusokban potenci§lis 

biomarkerk®nt is szolg§lhat, ami ºsszef¿gg®sbe hozhat· a Tks4 EMT befoly§sol· funkci·j§val. 
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P®ld§ul Kui ®s munkat§rsai (2021) egy kombin§lt multi-omikai ®s k²s®rleti tanulm§ny sor§n 

kimutatt§k, hogy a Tks4 expresszi·s szinje prognosztikai jelentŖs®ggel b²r hepatocellul§ris 

karcin·m§ban [66]. Egy m§sik kutat·csoport meg§llap²totta, hogy a Tks4 magas expresszi·ja 

biomarkerk®nt szolg§lhat a gyomorr§k eset®n [65]. Egy indiai csoport §tfog· adatb§zis 

elemz®se r§mutatott arra, hogy az SH3PXD2B g®nrŖl §t²r·d· mRNS expresszi·ja 

kulcsfontoss§g¼ markere a mellr§k sejtek t¿dŖmetaszt§zis k®pz®s®nek [126]. Emellett egy 

egereken v®gzett kutat§sban a Tks4 lehets®ges szerep®t vizsg§lt§k t¿dŖmetaszt§zist k®pzŖ 

melan·ma sejtekben [127]. Tov§bb§ csoportunk kor§bbi munk§j§ban kimutatta, hogy a Tks4 

hi§nya EMT-szerŤ fenot²pust induk§l vastagb®lr§k sejtekben, amelyet m§s kutat·csoport is 

megerŖs²tett [62,128]. Ezeket az eredm®nyeket figyelembe v®ve c®lunk az volt, hogy 

megvizsg§ljuk a Tks4 hat§s§t egy olyan r§kt²pusban, amelyet eddig ebben az ºsszef¿gg®sben 

nem tanulm§nyoztak.  

Ez®rt adatb§zis-elemz®st ®s hum§n t¿dŖr§k szºveti mint§k qPCR m®r®seit v®geztem el (24. 

§bra). Az eredm®nyek bemutatt§k a Tks4 expresszi·s szintj®nek v§ltoz§sait az NSCLC 

elŖrehalad§sa sor§n. Ćltal§noss§gban azt tapasztaltuk, hogy a Tks4 mRNS szintje alacsonyabb 

a t¿dŖr§k szºvetekben, mint az eg®szs®ges szºvetekben (24CD §bra). Ez arra utal, hogy a Tks4 

potenci§lis biomarkerk®nt szolg§lhat az eg®szs®ges ®s a r§kos t¿dŖszºvetek 

megk¿lºnbºztet®s®re (24E §bra). Emellett a legalacsonyabb Tks4 expresszi·s szintet az 

NSCLC legelŖrehaladottabb st§dium§ban m®rt¿k (24D §bra). A t¿dŖr§kos betegek t¼l®l®si 

adatainak elemz®se alapj§n pedig kider¿lt, hogy a Tks4 szint csºkken®se rosszabb t¼l®l®si 

es®lyeket jelez hossz¼t§von (24B §bra). Ennek megfelelŖen a Tks4 mRNS expresszi·s 

szintj®nek qPCR-rel tºrt®nŖ m®r®se a seb®szileg elt§vol²tott t¿dŖszºvet mint§kban 

potenci§lisan seg²thet a betegs®g lehets®ges progn·zis§nak meghat§roz§s§ban. Eredm®nyeinket 

ºsszevetett¿k az irodalmi adatokkal, ®s azt tal§ltuk, hogy a magas vagy alacsony Tks4 

expresszi·s szintek prognosztikus hat§sa a r§k szºveti t²pus§t·l f¿gg. Hepatocellul§ris 

karcin·ma eset®n p®ld§ul a magasabb Tks4 mRNS expresszi·s szint rºvidebb t¼l®l®si idŖvel 

j§r [66], ellent®tben az §ltalam vizsg§lt t¿dŖr§kkal. Felt®telezz¿k, hogy a Tks4 szerepe elt®rhet 

a r§kos sejtt²pus vagy a r§k st§dium§nak f¿ggv®ny®ben a daganat elŖrehalad§sa sor§n, mivel 

tºbb jel§tviteli ¼tvonalban is r®szt vesz, bele®rtve az aktin §trendezŖd®s®t ®s az EMT-szerŤ 

folyamatok szab§lyoz§s§t. Figyelembe v®ve, hogy az EMT a t¿dŖr§k elŖrehalad§s§nak egyik 

jellemzŖje [18], arra a kºvetkeztet®sre jutottunk, hogy az alacsonyabb Tks4 szint az NSCLC 

mint§kban val·sz²nŤleg fokozhatja az EMT-t elŖseg²tŖ jel§tvitelt. 

A csºkkent Tks4 szint hat§s§t az EMT folyamatokra in vitro modellezt¿k, hogy meg®rts¿k az 

NSCLC-ben betºltºtt prognosztikai jelentŖs®g®t. Ehhez az A549 t¿dŖ adenokarcin·ma 
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sejtvonalat v§lasztottam, amely egy gyakran alkalmazott in vitro t¿dŖr§k modell, ®s 

CRISPR/Cas9 technol·gia seg²ts®g®vel a Tks4-et k·dol· g®n mut§ci·j§t hoztam l®tre. K®t 

Tks4-KO kl·nt sikeresen elŖ§ll²tottam, ®s vizsg§ltam a Tks4 ki¿t®s hat§sait az EMT-hez 

kapcsol·d· folyamatokra. 

A Tks4 hi§nya t¿dŖr§k sejtekben egy elong§lt, mezenchim§lis-szerŤ fenot²pust eredm®nyezett, 

amely hasonl· ahhoz, amit kor§bban Tks4-KO vastagb®lr§k sejtekben is megfigyelt 

munkacsoportunk, ahol megny¼lt ®s kev®sb® kºralak¼ sejtalakot fedezt¿nk fel [62]. Tov§bbi 

m®r®seim arra mutattak r§, hogy a Tks4-KO t¿dŖr§k sejtek epiteli§lis-mezenchim§lis hibrid 

fenot²pust mutatnak. Egyes mezenchim§lis markerek, mint p®ld§ul a fibronectin, az N-cadherin 

®s a Snai2 transzkripci·s faktor fokozott g®nexpresszi·ja jellemezte a Tks4-KO sejteket, ®s 

ezzel p§rhuzamosan, az epiteli§lis marker, az E-cadherin csºkkent expresszi·ja (23. §bra), ami 

az EMT folyamat egyik jellegzetess®ge. De nem minden EMT-hez kapcsol·d· marker feh®rje 

®s mRNS szintje mutatott egys®ges v§ltoz§st, mivel az N-cadherin szintje a vad t²pus¼ sejtekhez 

hasonl· maradt a Tks4-KO sejtekben, amit ICC ®s WB k²s®rletekkel is megerŖs²tett¿nk, 

valamint a sejtek migr§ci·s k®pess®ge se nŖtt meg. Ezt a jelens®get alaposabban is 

megvizsg§ltam: Ćltal§noss§gban elmondhat·, hogy a migr§ci·s k®pess®g ®s az invadop·dia 

kialakul§sa az invaz²v r§kos sejtek jellegzetess®gei. M®r®seim azt mutatt§k, hogy a Tks4-KO 

r§kos sejtek migr§ci·s k®pess®ge kiss® csºkkent is mind a kezeletlen, mind az EGF-fel kezelt 

Tks4-KO sejtek eset®ben. Ez a meg§llap²t§s azzal magyar§zhat·, hogy a Tks4 j·l defini§lt 

szerepet j§tszik az EGFR/Src ¼tvonalban [33], ²gy ennek a feh®rj®nek a hi§nya az EGFR 

jel§tvitel k§rosod§s§hoz ®s kºvetkez®sk®ppen csºkkent sejtmobilit§shoz vezethet. Mivel a Tks4 

kulcsfontoss§g¼ t®nyezŖ az invadop·dia k®pzŖd®s®ben, ²gy nem meglepŖ, hogy Tks4 

hi§ny§ban a sejtek invadop·dia k®pzŖd®se csºkkent m®rt®ket mutatott. Felt®telezt¿k, hogy az 

elt®rŖ hat§sok (csºkkent invadop·dia k®pz®s, de megemelkedett EMT marker expresszi·) 

mechanizmusa mºgºtt az §llhat, hogy a Tks4 partnerei is tºbbf®lek®ppen befoly§solhatj§k az 

EMT-t. Teh§t a Tks4 partnermolekul§k aktu§lis szintje, ar§nya, kºtŖd®se, ®s ²gy a Tks4 

ut§ni (down stream) szignaliz§ci· k¿lºnbºzŖ hat§ssal b²rhat.  A partnermolekul§k elt®rŖ 

hat§saira ismert p®lda, hogy az EMT-t elŖseg²tŖ Snai1 transzkripci·s faktor egyr®szt inici§lja a 

mezenchim§lis fenot²pus kialakul§s§t E-cadherin represszi·n kereszt¿l, de Lee ®s munkat§rsai 

azt is kimutatt§k, hogy a Snai1 transzkripci·s faktor elnyomhatja az invadop·dia kialakul§s§®rt 

felelŖs cortactin expresszi·j§t is, g§tolva annak aktin §trendezŖ funkci·j§t [129]. Mivel a 

cortactin a Tks4 ismert partnermolekul§ja [75], mi is megvizsg§ltuk a cortactin ®s az aktin 

kolokaliz§ci·j§t a Tks4-KO sejtekben (21E §bra).  Meg§llap²tottuk, hogy a Tks4 ki¿t®s a 

cortactin ®s az aktin kolokaliz§ci·j§nak csºkken®s®t eredm®nyezte (21F §bra), ami ²gy ®rthetŖ 
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m·don az invadop·diumok k®pzŖd®s®nek csºkken®s®hez vezetett (21G §bra). Az EMT marker 

vizsg§latok eset®n pedig megnºvekedett Snai1 TF expresszi·t m®rt¿nk ki egyik Tks4-KO 

sejtvonalunkban.  Ezzel ºsszhangban teh§t, a Tks4-KO sejtek csºkkent migr§ci·ja, invadop·dia 

k®pzŖd®se, valamint megnºvekedett EMT marker expresszi·ja (Snai1, Snai2, N-cadherin, 

vimentin, fibronectin) kºzºtti ºsszef¿gg®s alapj§n arra kºvetkeztethet¿nk, hogy a Tks4 

befoly§solhatja az EMT folyamatot, m®gpedig abban az intermedier (EMT-szerŤ) f§zisban, 

amikor m®g a mezenchim§lis ®s epiteli§lis jellemzŖk egyar§nt jelen vannak a r§ksejteken, 

l®trehozva egy heterog®n, fenot²pusosan plasztikus tumor sejtpopul§ci·t.  

A Tks4 azon k®pess®g®t, hogy olyan feh®rj®ket toboroz, amelyek kettŖs szerepet j§tszanak a 

citoszkeleton §trendez®s®ben ®s az EMT-szerŤ folyamatban, tov§bb erŖs²ti az a t®ny, hogy 

partnerfeh®rj®inek is van EMT-t fokoz·, de migr§ci·t csºkkentŖ hat§sa is.  

Munk§m kºvetkezŖ f§zis§ban, eddig m®g nem ismert Tks4-partner feh®rj®ket kerestem, 

melyeknek lehet szerepe az EMT-szerŤ folyamatok kialak²t§s§ban. Tks4-IP-MS elemz®s sor§n, 

azonos²tottam a CAPZ feh®rj®ket, mint ¼j Tks4 interakci·s partnereket (1. t§bl§zat). A 

CAPZA1-Tks4 feh®rj®knek a kooper§ci·j§t az A549 t¿dŖr§k sejtvonalon is, ®s k®t m§sik 

t¿dŖr§k sejtvonalon is kimutattam, Tks4-IP-WB (26B §bra) ®s PLA m·dszer alkalmaz§s§val 

(27B §bra), ami megerŖs²ti a Tks4-CAPZA1 kºtŖd®s jelenl®t®t a sejtekben. A k®t feh®rje kºzºtti 

interakci· EMT regul§ci·s hat§s§t is elemeztem, de elŖszºr felt§rtuk az ¼jonnan le²rt feh®rje-

feh®rje kapcsolat molekul§ris r®szleteit. Azonos²tottuk a predikt²v kºtŖhelyeket a k®t 

feh®rj®ben. R§mutattunk arra, hogy az interakci· a Tks4 rendezetlen r®gi·j§ban elŖfordul· 

Ăcapping feh®rje-interakci·s mot²vumonò kereszt¿l val·sulhat meg, amely a CAPZ 

heterodimer feh®rje sz§r r®gi·j§hoz kapcsol·dik (26A §bra). A k®sŖbbiekben tov§bbi szerkezeti 

elemz®sekre van sz¿ks®g, melyekhez Tks4 mut§nsokat sz¿ks®ges alkalmaznunk, hogy 

vizsg§ljuk ennek az interakci·nak a specifikus szerkezeti kºvetelm®nyeit ®s funkcion§lis 

hat§sait. Az eddig kºzºlt eredm®nyeink alapj§n annyi biztosan elmondhat·, hogy ezek a 

feh®rj®k interakci·ba l®pnek egym§ssal A549 sejtekben (®s m®g h§rom sejt vonalban, 26B ®s 

27B §bra). A CAPZB ®s CAPZA1 feh®rj®kbŖl §ll· CAP heterodimer az aktin filamentumok 

megny¼l§s§ban j§tszik szerepet az§ltal, hogy a nºvekvŖ aktin filamentumok barbed end v®geit 

lefedik [130]. A CAPZA1 tumorbiol·giai hat§sai is (hasonl·an a Tks4-hez) ellentmond§sosak. 

P®ld§ul az alacsony CAPZA1 expresszi·s szintet fokozott invaz²v fenot²pussal hozt§k 

ºsszef¿gg®sbe gyomorr§kban [131] ®s t¿dŖr§kban is [132], m²g hepatocellul§ris karcin·m§ban 

a CAPZA1 overexpresszi·ja g§tolta az EMT folyamatot [90]. SŖt, hepatocellul§ris karcin·ma 

sejtekben kimutatt§k, hogy a CAPZA1 csºkkent expresszi·ja kifejezetten hajtja az alacsony 

oxig®nszint §ltal induk§lt EMT folyamatot [91]. Ezeket a megfigyel®seket alapul v®ve mi is 
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alacsony oxig®n koncentr§ci· mellett induk§lt EMT folyamatokat vizsg§ltunk Tks4-KO 

sejtekben. Eredm®nyeink megerŖs²tett®k a hepatocellul§ris karcin·ma sejteken v®gzett eml²tett 

k²s®rleteket, mert t¿dŖr§k sejtek eset®n is EMT-szerŤ fenot²pust figyelt¿nk meg ilyen 

kºr¿lm®nyek kºzºtt a sejtekben (28. §bra). Tov§bb§ az alacsony oxig®nszintet alacsony 

CAPZA1 expresszi· k²s®rte a Tks4-KO sejtekben (28B §bra). E jelens®g egyik lehets®ges 

magyar§zata, hogy a Tks4-KO sejtekben a Tks4 ®s a CAPZ feh®rj®k kºzºtti kºlcsºnhat§s 

hi§nya modul§lja az EMT-induk§l· jel§tviteli ¼tvonalakat. A felt®telez®s alaposabb 

meg®rt®s®hez ®s megerŖs²t®s®hez azonban tov§bbi k²s®rletek sz¿ks®gesek. 

Emellett K. H. Liu ®s kutat·csoportja kimutatta, hogy hipoxi§s kºr¿lm®nyek kºzºtt az EMT 

folyamata felgyorsulhat a vad t²pus¼ A549 sejtekben [96]. K²s®rleteink sor§n azt is 

megfigyelt¿k, hogy az alacsony oxig®nkoncentr§ci·s §llapot, erŖsebb EMT-t induk§l· hat§st 

gyakorolt a Tks4-KO sejtekre, mint a vad t²pus¼ sejtekre, amit a mezenchim§lis markerek, 

kºzt¿k a vimentin, N-cadherin, fibronectin ®s Snai2 fokozott expresszi·ja jelzett a vad t²pus¼ 

sejtekhez k®pest (28A §bra). Mivel a Tks4-KO sejtek az alacsony oxig®n §ltal kiv§ltott stresszre 

erŖteljesebb EMT-szerŤ fenot²pusos v§ltoz§ssal reag§ltak, mint a vad t²pus¼ A549 sejtek, ezek 

az eredm®nyek azt is sugallj§k, hogy alapvetŖen a Tks4 ki¿t®se egy plasztikusabb, EMT 

indukci·ra gyorsabban reag§l· sejtt²pust eredm®nyezett.  

¥sszess®g®ben a Tks4 hi§nya elŖseg²ti az EMT folyamat§nak elŖrehalad§s§t t¿dŖr§kban, 

de nem okoz megnºvekedett migr§ci·s fenot²pust, valamint meg§llap²tottuk, hogy a Tks4 

mRNS szintj®nek csºkken®se potenci§lisan kedvezŖtlen prognosztikai t®nyezŖnek 

bizonyult az NSCLC-ben. Tov§bb§, azonos²tottunk egy eddig m®g nem le²rt feh®rje-

feh®rje kapcsolatot, melynek hat§sa lehet a Tks4 §ltali EMT szab§lyoz§sra.  

Hipot®zis¿nk szerint a Tks4 §llv§nyfeh®rj®hez kapcsol·d· jeltov§bb²t· molekul§k aktu§lis 

jelenl®te, ar§nyai, kºzºtt¿k l®vŖ kºtŖd®si viszonyok k¿lºnbºzŖ m·don befoly§solhatj§k a Tks4 

ut§ni jel§tviteli utakat, ez®rt tov§bbi Tks4-interakt·m vizsg§latokat v®geztem, hogy 

azonos²tsam a Tks4 partnermolekul§kat ®s ezek m§r ismert hat§sait az EMT folyamatokra. 

Ezekbe a k²s®rletsorozatokba bevontam mindh§rom t¿dŖr§k sejtvonalat (A549, NCI-H460, 

HOP-92) ®s a HUES9 embrion§lis sejtvonalat, ®s Tks4-IP-WB k²s®rleteket v®geztem. Ahhoz, 

hogy a target feh®rj®ket kiv§lasszam a WB m®r®shez, a k²s®rlethez elsŖk®nt STRING adatb§zis, 

irodalmi adatok ®s saj§t kutat§si adataink alapj§n egy feh®rje-feh®rje interakci·s h§l·zatot 

hoztam l®tre, amelybŖl tov§bbi irodalmi adatok alapj§n azokat vett¿k sz§m²t§sba, amelyek az 

EMT folyamat§ban r®szt vesznek. A tov§bbiakban ezeket a Tks4-partnermolekul§kat (Grb2, 

CAPZA1, CD2AP, cortactin) vizsg§ltam meg, ®s gyŤjtºttem ºssze a lehets®ges kapcsolataikat 

az EMT folyamat§val (2.t§bl§zat).  
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A feh®rje-feh®rje interakci·s elemz®s¿nk felt§rta, hogy a Grb2 adaptor feh®rje is kapcsol·dik 

a Tks4 feh®rjekomplexhez ezekben a sejtekben (29. §bra). Kor§bbi tanulm§nyok kimutatt§k, 

hogy a Grb2 k®pes szab§lyozni az EMT-t a Snai1 transzkripci·s faktoron kereszt¿l [99] ®s az 

SHP2/Grb2/PI3K/AKT jel§tviteli kaszk§don kereszt¿l t¿dŖr§kban [133]. A Grb2 szerepe az 

EMT szab§lyoz§s§ban ¼jabb r®sztvevŖt jelent a Tks4 h§l·zat§ban. A h§l·zat elemz®s arra is 

r§mutatott, hogy az Src tirozin-kin§z is r®sze a Tks4 szign§lh§l·zat§nak. Az Src is az EGFR 

jel§tviteli ¼tvonalhoz tartozik, ®s foszforil§ci· r®v®n szab§lyozza az EMT esem®nyeit [117]. A 

Tks4 ®s az Src kºzºtti interakci·val kapcsolatos tanulm§nyok kimutatt§k, hogy a Tks4 az Src-

t a plazmamembr§nhoz rºgz²ti, ®s dokkol·helyk®nt szolg§l az EGFR ®s az Src sz§m§ra 

[33,105]. R§ad§sul tºbb olyan molekula is kºtŖdik a Tks4-hez, amelyek az Src kin§z 

szubsztr§tjai, ami tov§bb nºveli ennek a feh®rjeh§l·zatnak a komplexit§s§t (a fekete nyilak 

mutatj§k a 29. §br§n), p®ld§ul ilyen a Grb2 is. A Grb2 tov§bbi feh®rj®ket toboroz az EGFR ®s 

az AKT ¼tvonalakhoz, ®s egyidejŤleg modul§lja a sejtek motilit§s§t ®s az EMT-vel kapcsolatos 

esem®nyeket is a Tks4-gyel egy¿tt. Ez®rt azt felt®telezz¿k, hogy a t¿dŖr§ksejtekben a Tks4 

csºkkent expresszi·ja megzavarhatja a specifikus partnermolekul§k kºlcsºnhat§sait vagy 

sejtszintŤ lokaliz§ci·j§t, ami potenci§lisan az EMT fokozott inici§ci·j§hoz vezethet. 

A Tks4-kºzpont¼ interaktomnak tov§bbi adaptorfeh®rj®k (p®ld§ul SH3KBP1, CD2AP) is 

r®szei. A Tks4-IP-MS ®s a Tks4-IP-WB k²s®rletek is megerŖs²tett®k, hogy a CD2AP is a Tks4-

hez kapcsol·dik a vizsg§lt sejtt²pusokban is [64]. A CD2AP egy olyan adaptorfeh®rje, amely 

elsŖsorban a dinamikus aktin-citoszkeleton §trendezŖd®si folyamatokban vesz r®szt [134]. 

Csoportunk ²rta le elsŖk®nt, hogy a Tks4 ®s a CD2AP expresszi·s ar§nya a hum§n vastagb®lr§k 

sejtekben befoly§solhatja az EMT sejtes esem®nyeit, ®s diagnosztikai szerepe is van a 

vastagb®lr§kban [64,135]. 

A Tks4-hez kapcsol·d· EMT-t szab§lyoz· molekul§k anal²zis®n t¼l nyilv§nval·, hogy a Tks4 

partnerei kºzvetlen¿l kºlcsºnhat§sba l®phetnek egym§ssal is, ®s h§l·zatot alkothatnak (29. 

§bra). Ezen ºsszetett kapcsolatok kºz¿l a cortactin ®s a CD2AP kºzºtti kapcsolat 

kulcsfontoss§g¼ kºzvet²tŖ szerepet j§tszik az aktin citoszkeleton §trendezŖd®s®ben a sejtek 

mozg§sa sor§n az§ltal, hogy jeleket tov§bb²t a WASP ®s dynamin2 feh®rj®k fel® [136]. Tov§bb§, 

az ebben a komplexben r®szt vevŖ adaptorfeh®rj®k hasonl· kºtŖpartnerekkel rendelkeznek, 

amit az is al§t§maszt, hogy mind a CAPZA1, mind a cortactin kºzvetlen¿l kºtŖdik a Tks4 ®s a 

CD2AP molekul§khoz is [137,138]. 

Mivel irodalmi adatokb·l ismerj¿k, hogy a Tks4 interaktom jel§tviteli molekul§i elt®rŖ 

hat§sokat gyakorolhatnak az EMT szab§lyoz§s§ra ®s az aktin §trendezŖd®sre a fentebb m§r 
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eml²tett esetekben, ez®rt meg§llap²thatjuk, hogy az eg®sz jel§tviteli ¼tvonal v®gkimenetele 

nagym®rt®kben kontextusf¿ggŖ ®s sejtt²pusf¿ggŖ. A Tks4-interaktom ºsszet®tele ®s a 

komponensek ar§nya fontos szerepet j§tszik a jel§tviteli utak finomszab§lyoz§s§ban, ez§ltal 

meghat§rozza az EMT folyamat§nak v®gkimenetel®t. Hipot®zis¿nk szerint, egyes sejtekben az 

EMT-t elŖmozd²t·, m§skor pedig az azt g§tl· effektorok domin§lnak a feh®rje komplexben, ®s 

ezek ºsszess®ge hat§rozza meg, hogy a sejtdifferenci§ci· mezenchim§lis ir§nyba terelŖdik-e el 

vagy sem. Ez a jelens®g is kºzre j§tszhat a tumorsejtpopul§ci·ban jelen l®vŖ mezenchim§lis 

plaszticit§s kialakul§s§hoz. A bemutatott in vitro sejtes k²s®rleteim ºsszess®g®ben arra mutattak 

r§, hogy a Tks4 hi§nya a tumoros sejtekben hibrid EMT folyamatot induk§l, m²g a HUES9 

MSC sejtekben ezt a folyamatot enyh®n lass²tja, a tov§bbi differenci§ci·/elkºtelezŖd®s l®p®seit 

akad§lyozhatja. Ez arra utal, hogy a norm§l ®s tumoros sejtek elt®rŖen reag§lnak a Tks4 

hi§ny§ra. A t§rgyalt eredm®nyek azt mutatj§k, hogy a Tks4 ®s az §ltala szervezett 

h§l·zatban (29. §bra) r®szt vevŖ molekul§k jelenl®te egy¿ttesen j§rulnak hozz§ az EMT-

szerŤ folyamatok, az invadop·dia k®pzŖd®s ®s a differenci§ci· szab§lyoz§s§hoz.   

¥sszefoglalva, ez a doktori kutat§s jelentŖsen bŖv²ti ismereteinket a Tks4 interaktomr·l ®s 

annak szerep®rŖl az embrion§lis Ŗssejtekben ®s t¿dŖr§ksejtekben zajl· EMT-szerŤ folyamatok 

szab§lyoz§s§ban (32. §bra). Eredm®nyeink arra utalnak, hogy a Tks4 expresszi·s szintje ®s 

feh®rje-interakci·i eddig nem felt§rt param®terek az EMT ir§ny²t§s§ban. PhD disszert§ci·mban 

bemutattam, hogy a Tks4 hi§nya tºbbf®le sejtfunkci· zavar§hoz vezethet, mivel a Tks4 k®pes 

befoly§solni az EMT folyamatokat, a sejtmigr§ci·t ®s az invadop·diumok k®pzŖd®s®t, 

val·sz²nŤs²thetŖ, hogy az effektor kºtŖpartnereinek aktu§lis kombin§ci·j§t·l f¿ggŖen. 

Bemutattam, hogy a Tks4 szintje, mint kºzponti §llv§nyfeh®rje, jelentŖs hat§ssal van a t¿dŖ 

tumor progresszi·j§ra. Tov§bb§, a Tks4 hi§nya az embrion§lis fejlŖd®s sor§n megzavarhatja a 

mezenchim§lis Ŗssejtek differenci§ci·j§t csont ir§nyba, ami ºsszhangban §ll a Frank-ter Haar-

szindr·ma (FTHS) fenot²pusos t¿neteivel. 
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32.§bra: PhD disszert§ci·mban bemutatott eredm®nyek ºsszefoglal§sa. 
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6. ¥sszefoglal§s 

A kºzelm¼ltban jelent meg a hibrid epiteli§lis-mezenchim§lis §tmenet (EMT) fogalma a 

tudom§nyos irodalomban, amelynek jelent®se az, hogy a sejtek egyidŖben epiteli§lis ®s 

mezenchim§lis markereket is expressz§lnak, amely sor§n rugalmasan mozognak az epiteli§lis-

mezenchim§lis tengelyen. Munk§m sor§n az embrion§lis fejlŖd®sben v®gbemenŖ EMT 

megjelen®s®t ®s a tumorszºvetben megfigyelhetŖ EMT-szerŤ folyamatokat vizsg§ltam k¿lºnºs 

tekintettel a Tks4 feh®rj®re, mint ¼jonnan felfedezett EMT-t befoly§sol· faktorra. A Tks4 egy 

§llv§nyfeh®rje, melynek mut§ci·ja (g®nn®v: SH3PXD2B) egy ritka, velesz¿letett betegs®get a 

Frank-Ter Haar szindr·m§t (FTHS) okozza. Tov§bb§ a Tks4 szintj®nek vizsg§lat§t egyre 

fokozottabban kutatj§k, mint potenci§lis biomarkert bizonyos r§kt²pusokban.  

Hipot®zis¿nk szerint, a Tks4 hi§ny§val ºsszef¿ggŖ, rendellenes EMT szab§lyoz§s jelentŖs 

szerepet j§tszhat mind a FTHS fenot²pus§nak kialakul§s§ban, mind a tumor fejlŖd®s®ben. 

Az embrion§lis Ŗssejtekben a szab§lyozott mezenchim§lis ir§ny¼ differenci§ci·nak jelentŖs 

szerepe van a mezoderm§lis sejtek kialakul§s§kor, ²gy ennek vizsg§lat§ra egy in vitro Tks4-KO 

embrion§lis Ŗssejt (HUES9) modellrendszert hoztam l®tre, ahol az eredm®nyeim azt mutatt§k, 

hogy a Tks4-KO pluripotens ŖssejtekbŖl differenci§ltatott, mezenchim§lis (MSC) Ŗssejtekben 

a mezoderm§lis markerek (Snai1 ®s FoxA2) expresszi·s szintje csºkkent, illetve a csontszºvet 

kialakul§s§ban szerepet j§tsz· (GATA4, GSC) transzkripci·s faktorok szintje alacsonyabb volt 

a Tks4-KO MSCk-ben, mint a WT sejtekben. Ezek az eredm®nyek megerŖs²tik azt a hipot®zist, 

hogy a Tks4 hi§nya lass²tja a norm§l sejtekben a mezenchim§lis ir§ny¼ differenci§l·d§st, 

illetve, hogy a Tks4-nek szerepe van a csontszºvet-k®pzŖd®sben, ami ºsszef¿gghet az FTHS 

betegek csontfenot²pus§val. 

PhD munk§m m§sik r®sz®ben vizsg§ltam t¿dŖ adenokarcin·ma sejtekben (A549) 

CRISPR/Cas9 technol·gi§t alkalmazva a Tks4 ki¿t®s hat§sait. A Tks4 hi§nya egy EMT-szerŤ 

hibrid fenot²pus kialakul§s§t okozta. T¿dŖr§kos szºvetekbŖl sz§rmaz· mint§kb·l RT-qPCR 

m®r®sekkel kimutattam, hogy a Tks4 potenci§lis biomarkerk®nt szolg§lhat az eg®szs®ges ®s a 

r§kos t¿dŖszºvetek megk¿lºnbºztet®s®re. Ahhoz, hogy bŖv²ts¿k az ismereteinket a Tks4 

szerep®rŖl az EMT-szerŤ folyamatok szab§lyoz§s§ban embrion§lis Ŗssejtekben ®s 

t¿dŖr§ksejtekben, megvizsg§ltam a Tks4 interaktomj§t is, ®s ¼j partnereket azonos²tottam (pl. 

CAPZA1 feh®rj®t) Tks4-IP-tºmegspektrometri§s ®s Tks4-IP-Western blot m·dszerekkel. 

Eredm®nyeim azt mutatt§k, hogy a Tks4, mint kºzponti §llv§nyfeh®rje, az §ltala szab§lyozott 

interaktom ºsszet®tel®tŖl f¿ggŖen hat§ssal lehet a t¿dŖtumor progresszi·j§ra, valamint az 

embrion§lis fejlŖd®s sor§n megzavarhatja a csontdifferenci§ci·t. 
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7. Summary 

 

Recently, the term hybrid epithelial-mesenchymal transition (EMT) has emerged in the 

scientific literature, which refers to the simultaneous expression of epithelial and mesenchymal 

markers in cells, with flexible oscillation along the epithelial-mesenchymal axis. In my work, I 

have studied the emergence of EMT during embryonic development and the EMT-like 

processes observed in tumor tissues with a particular focus on the Tks4 protein as a newly 

discovered factor regulating EMT. Tks4 is a scaffold protein (gene name: SH3PXD2B) and its 

mutation causes a rare congenital disease called Frank-Ter Haar syndrome (FTHS). In addition, 

there is increasing research on Tks4 expression levels in certain types of cancers, for the 

potential application as a prognostic biomarker.  

Our hypothesis is that the abnormal EMT regulation associated with Tks4 deficiency may play 

a significant role in both the development of FTHS phenotype and tumor development.  

In embryonic stem cells, regulated mesenchymal differentiation plays a major role in the 

generation of mesodermal cells. Therefore, Tks4-KO HUES9 mesenchymal stem cells (MSCs) 

were generated, where my results have shown that the expression levels of mesodermal markers 

(Snai1 and FoxA2) were reduced, and the levels of transcription factors involved in bone tissue 

formation (GATA4, GSC) were lower in Tks4-KO MSCs than in WT cells. These results 

support the hypothesis that the lack of Tks4 slows down mesenchymal differentiation in normal 

cells and that Tks4 has a role in bone tissue formation, which may be related to the bone 

phenotype of FTHS patients.  

In another part of my PhD work I investigated the effects of Tks4 knockout in lung 

adenocarcinoma cells (A549) using CRISPR/Cas9 technology. The absence of Tks4 led to the 

development of an EMT-like hybrid phenotype. Using RT-qPCR measurements from lung 

cancer tissue samples, I demonstrated that Tks4 could serve as a potential biomarker to 

distinguish healthy from cancerous lung tissues. To expand our knowledge on the role of Tks4 

in the regulation of EMT-like processes in embryonic stem cells and lung cancer cells, I also 

investigated the interactome of Tks4 and identified novel partners (e.g. CAPZA1 protein) by 

Tks4-IP mass spectrometry and Tks4-IP Western blot methods. My results showed that Tks4, 

as a central scaffold protein, may affect tumor progression depending on the composition of the 

interactome it regulates, and may disrupt bone tissue differentiation during embryonic 

development. 
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11. F¿ggel®k 

  

1.t§bl§zat: Tks4 eddig azonos²tott interakci·s partnerei.  

Tks4 

partner molekul§k 
Interakci·s partnerek 

Alkalmazott m·dszerek a feh®rje-feh®rje interakci·k 

valid§l§s§ra  

Src (Proto-oncogene 

tyrosine-protein kinase 

Src)  

WASL/N-WASP  enzimatikus vizsg§lat [1] 

 

Cortactin   

in vitro ®s in vivo essz®k [2] 

anti-bait koimmunprecipit§ci·s pr·ba [3] 

pull down essz® [4]  

Grb2  

 

affinit§s kromatogr§fi§s essz®[5,6] 

in vitro ®s in vivo essz®k [7] 

  

DNM2   

 

affinit§s kromatogr§fi§s essz® [8] 

fel¿leti plazmon rezonancia vizsg§lat [9] 

  

ADAM15  

 

f§g display essz® [10] 

pull down essz® [11] 

affinit§s kromatogr§fi§s essz® [12] 

  

SH3KBP1/CIN85 

 

affinit§s kromatogr§fi§s essz® [13,14] 

anti-bait koimmunprecipit§ci·s pr·ba [15] 

  

NOXA1  in vitro essz® [16] 

 

Tks4 

Ko-immunprecipit§ci· [17], Ko-expresszi· [18] 

GST pull-down [17] 

Fluoreszcencia-polariz§ci·s essz® [3] 

Duolink proximity lig§ci·s essz® [3] 

Cortactin (Src substrate 

cortactin)  

WASL  

 

far western blot essz® [19] 

affinit§s kromatogr§fi§s essz® [20] 

anti tag ko-immunprecipit§ci·s essz® [21] 

fluoreszcens mikroszk·pia [22] 

 

  

DNM2  

molekulaszŤrŖ vizsg§lat [23] 

anti tag ko-immunprecipit§ci·s essz® [21,24] 

in vitro ®s in vivo essz®k [25] 

  

Grb2  

 

anti tag ko-immunprecipit§ci·s essz® [21] 

 in vitro essz® [26] 
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Tks4 kolokaliz§ci· ®s ko-immunprecipit§ci· [27,28] 

ADAM15 

(Disintegrin and 

metalloproteinase 

domain-containing 

protein 15) 

Grb2  

szŤrŖ kºtŖd®si vizsg§lat [29] 

 affinit§s kromatogr§fi§s essz® [12] 

pull down essz® [11] 

  

Tks4 GST-pull down essz® [30] 

 

 

 

DNM2 (Dynamin-2) 
SH3KBP1/CIN85  

pull down essz® [31] 

affinit§s kromatogr§fi§s essz® [32] 

biok®miai essz® [33]  

Grb2  

fel¿leti plazmon rezonancia vizsg§lat [9,34] 

 anti tag ko-immunprecipit§ci·s essz® [21] 

kettŖs-hibrid m·dszer [35] 

  

Tks4 GST-pull down essz® [36] 

Grb2 (Growth factor 

receptor-bound protein 2)  

SH3KBP1  pull down essz® [37,38]  

WASL  

pull down essz® [39] 

 anti tag ko-immunprecipit§ci·s essz® [21] 

kettŖs-hibrid m·dszer [35] 

in vitro ®s in vivo essz®k [40] 

  

WIPF3/CR16  anti tag ko-immunprecipit§ci·s essz® [21]  

Tks4 affinit§s-tiszt²tott tºmegspektrometria [21] 
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WASL (Actin nucleation-

promoting factor WASL) 

WIPF3/CR16  
anti tag ko-immunprecipit§ci·s essz® [21,41] 

  

Tks4 GST-pull down essz® [36] 

SH3KBP1 (SH3 domain-

containing kinase-binding 

protein 1)  

CD2AP  

 

affinit§s kromatogr§fi§s essz® [42,43] 

 anti bait/tag ko-immunprecipit§ci·s essz® [15,41] 

CAPZB  
affinit§s kromatogr§fi§s essz® [44] 

 anti tag ko-immunprecipit§ci·s essz® [41] 

Tks4 GST-pull down essz® [45] 

CD2AP (CD2-associated 

protein) 

CAPZB  
affinit§s kromatogr§fi§s essz® [46] 

 anti tag ko-immunprecipit§ci·s essz® [41]  

Tks4 
tºmegspektrometria, Ko-immunprecipit§ci·, Duolink 

proximity lig§ci·s essz®, peptid array [47] 

WIPF3/CR16 

(WAS/WASL-interacting 

protein family member 3) 

Tks4 GST-pull down essz® [36] 

NOXA1 (NADPH oxidase 

activator 1) 
Tks4 Ko-immunprecipit§ci·, GST pull-down essz® [16] 
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2.t§bl§zat: A PhD dolgozatban alkalmazott ellenanyagok, fest®kek ®s azok h²g²t§saik. 

 
 

Antitestek, fest®kek katal·gussz§m h²g²t§s 

Vimentin (ny¼l, poliklon§lis) Abcam: ab137321 
WB: 1000x,  

ICC: 100x 

E-Cadherin (ny¼l, poliklon§lis) Abcam: ab15148 WB: 500x 

Fibronectin (ny¼l, poliklon§lis) Abcam: ab45688 
WB: 2000x, 

ICC:100x 

N-Cadherin (3B9, eg®r, monoklon§lis) Thermofisher Scientific: 333900 
WB: 500x,  

ICC: 100x 

alpha-Tubulin (eg®r, monoklon§lis) Merck, Sigma-Aldrich: T6199 WB: 1000x 

Phalloidin, CF 543 Biotium: 00043 ICC: 40x 

CAPZA1 (H-9, eg®r, monoklon§lis) Santa Cruz: sc-374302 

WB: 500x 

ICC: 50x 

PLA: 50x 

CAPZA1 (A2E7,eg®r, monoklon§lis) Invitrogen: MA5-36109 WB: 500x 

Tks4 (ny¼l poliklon§lis) 
L§nyi ®s kutat·csoportja §ltal 

l®trehozott ellenanyag [75] 

WB: 1000x,  

ICC: 1000 x,  

PLA: 100x 

IP: 10 ul/minta 

Cortactin (H-191, ny¼l, poliklon§lis) Santa Cruz: sc-11408 ICC: 100x 

Cortactin (H-5, eg®r, monoklon§lis) Santa Cruz: sc-55579 WB: 1000x 

Tks5 (SH3PXD2A, ny¼l poliklon§lis) proteintech: 18976-1-AP 
WB: 500x 

ICC: 25x 

CD2AP (5F8, eg®r, monoklon§lis) Invitrogen: MA5-33009 WB: 1000x 

Grb2 (3F2, eg®r, monoklon§lis) Sigma-Aldrich: 05-372 WB: 1000x 



млп 
 

Anti-eg®r IgG (whole molecule)ïPeroxidase (birka) Merck, Sigma-Aldrich: A6782 WB: 1000x 

Anti-ny¼l IGG HRP-LINKED WHOLE AB 

(szam§r) 
avantor by vwr: NA934 WB: 1000x 

DAPI Thermofisher Scientific: 62248 ICC: 1000x 

PROTEIN A SEPHAROSE 4 FAST FLOW Merck, Sigma-Aldrich: P9424 
IP: 50 ul 

gyºngy/minta 

Kecske-anti-eg®r antitest, Alexa Fluor 488 Thermo Fisher Scientific: A-11029 ICC: 1000x 

Kecske-anti-ny¼l antitest, Alexa Fluor 488 Thermo Fisher Scientific A-11008 ICC: 1000x 

Kecske-anti-ny¼l antitest, Alexa Fluor 546 Thermo Fisher Scientific: A11035 ICC: 1000x 

HIF-1-alfa (EPR16897, ny¼l, monoklon§lis) Abcam: ab179483 WB: 500x 

Oct 3/4 (eg®r, monoklon§lis) Santa Cruz: sc-5279 ICC: 50x 

Nanog (kecske, poliklon§lis) R and D Systems: AF1997 ICC: 100x 

SSEA-4 (eg®r, monoklon§lis) R and D Systems: FAB1435P 
Ćraml§si 

citometria: 100x 

IgG3 PE-conjugated antibody (eg®r, izot²pus 

kontroll) 
R and D Systems: IC007P 

Ćraml§si 

citometria: 100x 

AFP (eg®r, monoklon§lis) Sigma-Aldrich: A8452 ICC: 500x 

SMA (eg®r, monoklon§lis) Abcam: ab7817 ICC: 500x 

Ç-III-Tubulin (eg®r, monoklon§lis) R and D Systems: MAB1195 ICC: 2000x 

BMP4 (ny¼l, monoklon§lis) Abcam: ab124715 ICC: 200x 

Kecske-anti-eg®r (H + L) Cross-Adsorbed Secondary 

antibody, Alexa Fluor 488 
Thermo Fisher Scientific: A-11029 ICC: 250x 

Szam§r-anti-kecske (H + L) Cross-Adsorbed 

Secondary Antibody, Alexa Fluor 488 
Thermo Fisher Scientific: A-11055 ICC: 250x 

PE eg®r Anti-Human CD73 BD PharmingenÊ Cat# 550257 
Ćraml§si 

citometria: 25x 

PE eg®r Anti-Human CD90 BD PharmingenÊ Cat# 561970 
Ćraml§si 

citometria: 25x 

PE eg®r IgG1, ə Izot²pus kontroll BD PharmingenÊ Cat# 559320 
Ćraml§si 

citometria: 50x 

FITC eg®r Anti-Human CD44 BD PharmingenÊ Cat# 555478 
Ćraml§si 

citometria: 25x 

FITC eg®r IgG2b ə Izot²pus kontroll BD PharmingenÊ Cat# 555742 
Ćraml§si 

citometria: 50x 

PE eg®r Anti-Human CD45 BD PharmingenÊ Cat# 555483 
Ćraml§si 

citometria: 25x 

PE eg®r Anti-Human CD34 Becton Dickinson, Cat# 345802 
Ćraml§si 

citometria: 25x 

PE eg®r Anti-Human CD133 
MACS, Miltenyi Biotec, Cat# 

130080801 

Ćraml§si 

citometria: 25x 

PE eg®r IgG Izot²pus kontroll Becton Dickinson, Cat# 345816 
Ćraml§si 

citometria: 50x 

Alexa 647 eg®r Anti-Human TRA-1-81 BD PharmingenÊ Cat# 51-9006219 
Ćraml§si 

citometria: 25x 

Alexa 647 eg®r IgM Izot²pus kontroll BD PharmingenÊ Cat# 51-9006225 
Ćraml§si 

citometria: 50x 
 

3.t§bl§zat: A PhD dolgozatban alkalmazott primerek ®s pr·b§k list§ja. 

RT-qPCR reagensek  

(Taqman pr·b§k, primerek, stb.) 

katal·gussz§m 

FIRST STRAND CDNA SYNT. KIT FOR RT-PCR Meck, Roche: 11483188001 

Direct-zolÊ RNA Miniprep Kit Zymo Research: R2052 

TRIzol Reagent ambion, Life Technologies: 15596026 

TaqManÊ Fast Advanced Master Mix Thermofisher Scientific: 4444557 

Power SYBRÊ Green PCR Master Mix Thermofisher Scientific: 4368577 

TWIST1 Taqman pr·ba Thermofisher Scientific, Assay ID:Hs04989912_s1 

GAPDH Taqman pr·ba Thermofisher Scientific, Assay ID:Hs04420632_g1 



млр 
 

FN1 Taqman pr·ba Thermofisher Scientific, Assay ID:Hs01549976_m1 

SNAI1 Taqman pr·ba Thermofisher Scientific, Assay ID:Hs00195591_m1 

SNAI2 Taqman pr·ba Thermofisher Scientific, Assay ID:Hs00161904_m1 

GLUT1/ SLC2A1 Taqman pr·ba Thermofisher Scientific, Assay ID:Hs00892681_m1 

Vimentin forward primer sequence: TACAGGAAGCTGCTGGAAGG 

Vimentin reverz primer sequence: ACCAGAGGGAGTGAATCCAG 

N-cadherin forward primer sequence: TGACAATGACCCCACAGCTC 

N-cadherin reverz primer sequence: GTCCTGCTCACCACCACTAC 

Zeb1 forward primer sequence: GGGAGGAGCAGTGAAAGAGA 

Zeb1 reverz primer sequence: TTTCTTGCCCTTCCTTTCTG 

GAPDH forward primer sequence: TGCACCACCAACTGCTTAGC 

GAPDH reverz primer sequence: GGCATGGACTGTGGTCATGAG 

E-Cadherin forward primer sequence: TGCCCAGAAAATGAAAAAGG 

E-Cadherin reverz primer sequence: GTGTATGTGGCAATGCGTTC 

Nanog Taqman pr·ba Thermofisher Scientific, Assay ID:Hs02387400_g1 

PAX6 Taqman pr·ba Thermofisher Scientific, Assay ID:Hs00240871_m1 

AFP Taqman pr·ba Thermofisher Scientific, Assay ID:Hs00173490_m1 

BRY Taqman pr·ba Thermofisher Scientific, Assay ID:Hs00610080_m1 

GATA4 Taqman pr·ba Thermofisher Scientific, Assay ID:Hs00171403_m1 

NESTIN Taqman pr·ba Thermofisher Scientific, Assay ID:Hs04187831_g1 

RPLP0 Taqman pr·ba Thermofisher Scientific, Assay ID:Hs99999902_m1 

 

4.t§bl§zat: TissueScan t¿dŖtumor cDNS Array adatt§bl§ja. 

well 

poz²ci· 
nem kor szºvett²pus 

diagn·zis a patol·giai 

vizsg§latb·l 
st§dium 

eredm®ny: 

2ïȹȹCt 

C01 NŖ 69 Norm§l eg®szs®ges - 1,202584 

C02 F®rfi 63 Norm§l eg®szs®ges - 0,773505 

C03 F®rfi 72 Norm§l eg®szs®ges - 0,992193 

C04 NŖ 64 Norm§l eg®szs®ges - 1,037881 

C05 NŖ 66 Norm§l eg®szs®ges - 0,904898 

C06 F®rfi 45 Norm§l eg®szs®ges - 0,817249 

C07 F®rfi 78 Norm§l eg®szs®ges - 1,375502 

C08 NŖ 72 Norm§l eg®szs®ges - 1,026272 

C09 F®rfi 69 Tumor laph§msejtes karcin·ma IA 0,456448 

C10 NŖ 41 Tumor nagysejtes karcin·ma IA 0,250672 

C11 NŖ 61 Tumor adenokarcin·ma IA 0,28112 

C12 NŖ 68 Tumor 
bronchioloalveol§ris, nem 

mucin·zus karcin·ma 
IA 0,842831 

D01 NŖ 34 Tumor adenokarcin·ma IA 1,262933 

D02 F®rfi 67 Tumor adenokarcin·ma IA 0,450399 

D03 NŖ 71 Tumor laph§msejtes karcin·ma IB 0,188854 

D04 F®rfi 74 Tumor laph§msejtes karcin·ma IB 0,115397 

D05 F®rfi 77 Tumor laph§msejtes karcin·ma IB 0,21377 

D06 NŖ 74 Tumor adenokarcin·ma IB 0,682937 

D07 NŖ 49 Tumor neuroendokrin karcin·ma IB 0,286001 

D08 F®rfi 80 Tumor laph§msejtes karcin·ma IB 0,421481 

D09 
nem 

meghat§rozott 
71 Tumor adenokarcin·ma IIA  0,164536 

D10 F®rfi 63 Tumor 
kissejtes karcin·ma, 

metasztatikus  
IIA  0,227609 

D11 F®rfi 69 Tumor laph§msejtes karcin·ma IIA  0,441119 

D12 F®rfi 72 Tumor adenokarcin·ma IIB 0,640254 

E01 F®rfi 61 Tumor laph§msejtes karcin·ma IIB 0,168581 



млс 
 

E02 F®rfi 55 Tumor adenokarcin·ma IIB 0,297345 

E03 F®rfi 55 Tumor laph§msejtes karcin·ma IIB 0,659688 

E04 NŖ 79 Tumor adenokarcin·ma IIB 0,409387 

E05 NŖ 66 Tumor adenokarcin·ma IIB 0,197045 

E06 F®rfi 65 Tumor laph§msejtes karcin·ma IIB 0,366078 

E07 F®rfi 90 Tumor laph§msejtes karcin·ma IIB 0,092435 

E08 F®rfi 74 Tumor laph§msejtes karcin·ma IIIA  0,300184 

E09 NŖ 71 Tumor adenosquamous karcin·ma IIIA  0,416219 

E10 F®rfi 69 Tumor nagysejtes karcin·ma IIIA  0,391308 

E11 F®rfi 68 Tumor kissejtes karcin·ma IIIA  0,273858 

E12 F®rfi 75 Tumor adenokarcin·ma IIIA  0,290345 

F01 F®rfi 81 Tumor szarkomatoid karcin·ma IIIB  0,506136 

F02 NŖ 64 Tumor 
bronchioloalveol§ris 

adenokarcin·ma 
IIIB  0,632765 

F03 NŖ 56 Tumor adenosquamous karcin·ma IIIB  0,318392 

F04 F®rfi 44 Tumor 
bronchioloalveol§ris 

adenokarcin·m§ 
IIIB  0,598067 

F05 F®rfi 51 Tumor laph§msejtes karcin·ma IIIB  0,153541 

F06 NŖ 46 Tumor adenokarcin·ma IV 0,563833 

F07 F®rfi 61 Tumor 
nem kissejtes karcin·ma, 

metasztatikus 
IV 0,064946 

F08 NŖ 64 Tumor 
nem kissejtes karcin·ma, 

metasztatikus  
IV 0,145303 

F09 NŖ 63 Tumor 
laph§msejtes karcin·ma, 

metasztatikus 
IV 0,096689 

F10 F®rfi 72 Tumor adenokarcin·ma IV 0,130062 

F11 F®rfi 77 Tumor 
adenokarcin·ma, 

metasztatikus 
IV 0,202263 

F12 F®rfi 65 Tumor 
adenokarcin·ma, 

metasztatikus 
IV 0,32084 

 

5.t§bl§zat: Tks4 immunprecipit§ci·s (IP)-tºmegspektrometri§s (MS) elemz®s eredm®nye ºt 

sejtvonalon (A549, HCT116, MCF7, HPAC, N87). 

vizsg§lt 

sejtvonal: 
    peptidsz§m 

A549 MS-azonos²tott feh®rje Azonos²t· 
Alternat²v 

ID 
MW 

Anti-

Tks4-

IP 

minta 

kontroll 

minta 

1 
Plectin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=PLEC PE=1 

SV=3 
Q15149 PLEC 532 kDa 95 0 

2 
Albumin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=ALB PE=1 

SV=2 
P02768 (+2) ALB  69 kDa 7 0 

3 
SH3 and PX domain-containing protein 2B OS=Homo 

sapiens OX=9606 GN=SH3PXD2B PE=1 SV=3 
A1X283 SH3PXD2B 102 kDa 19 0 

4 
Tryptophan--tRNA ligase, cytoplasmic OS=Homo 

sapiens OX=9606 GN=WARS1 PE=1 SV=2 
P23381 WARS1 53 kDa 14 0 

5 
Cell division cycle and apoptosis regulator protein 1 

OS=Homo sapiens OX=9606 GN=CCAR1 PE=1 SV=2 
Q8IX12 CCAR1 133 kDa 17 0 

6 
Alpha-amylase 1B OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=AMY1B PE=1 SV=1 
P0DTE7 (+2) AMY1B 58 kDa 5 3 

7 
Heat shock cognate 71 kDa protein OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=HSPA8 PE=1 SV=1 
P11142 HSPA8 71 kDa 16 0 

8 
Complement C4-A OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=C4A PE=1 SV=2 
P0C0L4 C4A 193 kDa 5 0 

9 
CD2-associated protein OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=CD2AP PE=1 SV=1 
Q9Y5K6 CD2AP 71 kDa 14 0 

10 
Kinesin-1 heavy chain OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=KIF5B PE=1 SV=1 
P33176 KIF5B 110 kDa 6 0 



млт 
 

11 
Heat shock 70 kDa protein 1A OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=HSPA1A PE=1 SV=1 
P0DMV8 (+1) HSPA1A 70 kDa 6 0 

12 
F-actin-capping protein subunit alpha-1 OS=Homo 

sapiens OX=9606 GN=CAPZA1 PE=1 SV=3 
P52907 CAPZA1 33 kDa 4 0 

13 
Cytoplasmic dynein 1 heavy chain 1 OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=DYNC1H1 PE=1 SV=5 
Q14204 DYNC1H1 532 kDa 10 0 

14 
Sorcin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=SRI PE=1 

SV=1 
P30626 SRI 22 kDa 7 0 

15 
F-actin-capping protein subunit beta OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=CAPZB PE=1 SV=4 
P47756 CAPZB 31 kDa 5 0 

16 
E3 ubiquitin-protein ligase TRIM21 OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=TRIM21 PE=1 SV=1 
P19474 TRIM21 54 kDa 7 0 

17 
F-actin-capping protein subunit alpha-2 OS=Homo 

sapiens OX=9606 GN=CAPZA2 PE=1 SV=3 
P47755 CAPZA2 33 kDa 4 0 

18 
60S ribosomal protein L11 OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=RPL11 PE=1 SV=2 
P62913 RPL11 20 kDa 4 0 

19 
Nucleoside diphosphate kinase, mitochondrial 

OS=Homo sapiens OX=9606 GN=NME4 PE=1 SV=1 
O00746 NME4 21 kDa 5 0 

20 
40S ribosomal protein S2 OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=RPS2 PE=1 SV=2 
P15880 RPS2 31 kDa 4 0 

21 
Endoplasmic reticulum chaperone BiP OS=Homo 

sapiens OX=9606 GN=HSPA5 PE=1 SV=2 
P11021 HSPA5 72 kDa 4 0 

22 
Actin, cytoplasmic 1 OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=ACTB PE=1 SV=1 
P60709 (+1) ACTB 42 kDa 0 8 

23 

Protein-L-isoaspartate(D-aspartate) O-

methyltransferase OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=PCMT1 PE=1 SV=4 

P22061 PCMT1 25 kDa 0 3 

24 
Dermcidin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=DCD 

PE=1 SV=2 
P81605 DCD 11 kDa 0 3 

 

vizsg§lt 

sejtvonal: 
    peptidsz§m 

HCT116 MS azonos²tott feh®rje Azonos²t· 
Alternat²c 

ID 
MW 

Anti-

Tks4-IP 

minta 

kontroll 

minta 

1 

SH3 and PX domain-containing protein 2B 

OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=SH3PXD2B PE=1 SV=3 

SPD2B_HUMAN SH3PXD2B 102 kDa 16 0 

2 
Plectin OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=PLEC PE=1 SV=3 
PLEC_HUMAN PLEC 532 kDa 116 1 

3 
CD2-associated protein OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=CD2AP PE=1 SV=1 
CD2AP_HUMAN CD2AP 71 kDa 23 0 

4 

Cell division cycle and apoptosis regulator 

protein 1 OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=CCAR1 PE=1 SV=2 

CCAR1_HUMAN CCAR1 133 kDa 32 0 

5 

F-actin-capping protein subunit alpha-1 

OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=CAPZA1 PE=1 SV=3 

CAZA1_HUMAN CAPZA1 33 kDa 9 1 

6 

Tryptophan--tRNA ligase, cytoplasmic 

OS=Homo sapiens OX=9606 GN=WARS1 

PE=1 SV=2 

SYWC_HUMAN WARS1 53 kDa 10 0 

7 
Kinesin-1 heavy chain OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=KIF5B PE=1 SV=1 
KINH_HUMAN  KIF5B 110 kDa 15 0 

8 

F-actin-capping protein subunit beta 

OS=Homo sapiens OX=9606 GN=CAPZB 

PE=1 SV=4 

CAPZB_HUMAN CAPZB 31 kDa 8 0 

9 

SH3 domain-binding protein 1 OS=Homo 

sapiens OX=9606 GN=SH3BP1 PE=1 

SV=3 

3BP1_HUMAN SH3BP1 76 kDa 4 0 

10 
SWISS-PROT:Q3Y5Z3 (Bos taurus) 

Adiponectin precursor 
Q3Y5Z3 (+1)  26 kDa 5 0 

11 

SH3 domain-containing kinase-binding 

protein 1 OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=SH3KBP1 PE=1 SV=2 

SH3K1_HUMAN SH3KBP1 73 kDa 9 0 

12 

Cytoplasmic dynein 1 heavy chain 1 

OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=DYNC1H1 PE=1 SV=5 

DYHC1_HUMAN DYNC1H1 532 kDa 3 0 

13 

F-actin-capping protein subunit alpha-2 

OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=CAPZA2 PE=1 SV=3 

CAZA2_HUMAN CAPZA2 33 kDa 3 0 

14 

Probable ATP-dependent RNA helicase 

DDX17 OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=DDX17 PE=1 SV=2 

DDX17_HUMAN DDX17 80 kDa 3 1 

15 

Polyadenylate-binding protein 4 OS=Homo 

sapiens OX=9606 GN=PABPC4 PE=1 

SV=1 

PABP4_HUMAN PABPC4 71 kDa 4 1 

16 

Nuclear fragile X mental retardation-

interacting protein 2 OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=NUFIP2 PE=1 SV=1 

NUFP2_HUMAN NUFIP2 76 kDa 3 1 



млу 
 

17 

ATPase family AAA domain-containing 

protein 3A OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=ATAD3A PE=1 SV=2 

ATD3A_HUMAN ATAD3A 71 kDa 4 0 

18 
60S ribosomal protein L13 OS=Homo 

sapiens OX=9606 GN=RPL13 PE=1 SV=4 
RL13_HUMAN RPL13 24 kDa 5 2 

19 

Spermatogenesis-associated serine-rich 

protein 2 OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=SPATS2 PE=1 SV=1 

SPAS2_HUMAN SPATS2 60 kDa 4 0 

20 

Microtubule-associated protein 4 

OS=Homo sapiens OX=9606 GN=MAP4 

PE=1 SV=3 

MAP4_HUMAN MAP4 121 kDa 6 0 

21 
60S ribosomal protein L6 OS=Homo 

sapiens OX=9606 GN=RPL6 PE=1 SV=3 
RL6_HUMAN RPL6 33 kDa 3 0 

22 
Fibronectin OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=FN1 PE=1 SV=5 
FINC_HUMAN FN1 272 kDa 6 0 

 

vizsg§lt 

sejtvonal:  
    peptidsz§m 

MCF7 MS azonos²tott feh®rje Azonos²t· 
Alternat²v 

ID 
MW 

Anti-

Tks4-

IP 

minta 

kontroll 

minta 

1 

SH3 and PX domain-containing protein 2B 

OS=Homo sapiens OX=9606 GN=SH3PXD2B 

PE=1 SV=3 

SPD2B_HUMAN SH3PXD2B 102 kDa 23 1 

2 

Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins A2/B1 

OS=Homo sapiens OX=9606 GN=HNRNPA2B1 

PE=1 SV=2 

ROA2_HUMAN HNRNPA2B1 37 kDa 3 0 

3 

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A1 

OS=Homo sapiens OX=9606 GN=HNRNPA1 

PE=1 SV=5 

ROA1_HUMAN HNRNPA1 39 kDa 3 0 

4 

60 kDa heat shock protein, mitochondrial 

OS=Homo sapiens OX=9606 GN=HSPD1 PE=1 

SV=2 

CH60_HUMAN HSPD1 61 kDa 3 0 

5 
Pyruvate kinase PKM OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=PKM PE=1 SV=4 
KPYM_HUMAN PKM 58 kDa 4 0 

6 
Tubulin alpha-1A chain OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=TUBA1A PE=1 SV=1 
TBA1A_HUMAN TUBA1A 50 kDa 3 0 

7 
Nucleophosmin OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=NPM1 PE=1 SV=2 
NPM_HUMAN NPM1 33 kDa 4 0 

8 
Calmodulin-like protein 5 OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=CALML5 PE=1 SV=2 
CALL5_HUMAN CALML5 16 kDa 5 2 

9 
Plectin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=PLEC 

PE=1 SV=3 
PLEC_HUMAN PLEC 532 kDa 119 0 

10 

Cell division cycle and apoptosis regulator protein 

1 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=CCAR1 

PE=1 SV=2 

CCAR1_HUMAN CCAR1 133 kDa 27 0 

11 
CD2-associated protein OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=CD2AP PE=1 SV=1 
CD2AP_HUMAN CD2AP 71 kDa 23 0 

12 
Heat shock cognate 71 kDa protein OS=Homo 

sapiens OX=9606 GN=HSPA8 PE=1 SV=1 
HSP7C_HUMAN HSPA8 71 kDa 11 3 

13 
Tryptophan--tRNA ligase, cytoplasmic OS=Homo 

sapiens OX=9606 GN=WARS1 PE=1 SV=2 
SYWC_HUMAN WARS1 53 kDa 6 0 

14 

F-actin-capping protein subunit alpha-1 

OS=Homo sapiens OX=9606 GN=CAPZA1 PE=1 

SV=3 

CAZA1_HUMAN CAPZA1 33 kDa 4 0 

15 
Kinesin-1 heavy chain OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=KIF5B PE=1 SV=1 
KINH_HUMAN  KIF5B 110 kDa 18 0 

16 
F-actin-capping protein subunit beta OS=Homo 

sapiens OX=9606 GN=CAPZB PE=1 SV=4 
CAPZB_HUMAN CAPZB 31 kDa 7 0 

17 
SWISS-PROT:Q2UVX4 (Bos taurus) 

Complement C3 precursor 
Q2UVX4 (+1)  187 kDa 5 0 

18 
Heat shock 70 kDa protein 1A OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=HSPA1A PE=1 SV=1 

HS71A_HUMAN 

(+1) 
HSPA1A 70 kDa 4 1 

19 
Microtubule-associated protein 4 OS=Homo 

sapiens OX=9606 GN=MAP4 PE=1 SV=3 
MAP4_HUMAN MAP4 121 kDa 14 0 

20 
Filamin-A OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=FLNA PE=1 SV=4 
FLNA_HUMAN FLNA 281 kDa 7 0 

21 
Cytoplasmic dynein 1 heavy chain 1 OS=Homo 

sapiens OX=9606 GN=DYNC1H1 PE=1 SV=5 
DYHC1_HUMAN DYNC1H1 532 kDa 4 1 

22 
Calmodulin-like protein 5 OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=CALML5 PE=1 SV=2 
CALL5_HUMAN CALML5 16 kDa 5 2 

23 

SH3 domain-containing kinase-binding protein 1 

OS=Homo sapiens OX=9606 GN=SH3KBP1 

PE=1 SV=2 

SH3K1_HUMAN SH3KBP1 73 kDa 3 0 

24 
Galectin-3 OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=LGALS3 PE=1 SV=5 
LEG3_HUMAN LGALS3 26 kDa 5 0 



млф 
 

25 
Genetic suppressor element 1 OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=GSE1 PE=1 SV=3 
GSE1_HUMAN GSE1 136 kDa 8 0 

26 

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

OS=Homo sapiens OX=9606 GN=GAPDH PE=1 

SV=3 

G3P_HUMAN GAPDH 36 kDa 3 0 

27 
Desmoglein-1 OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=DSG1 PE=1 SV=2 
DSG1_HUMAN DSG1 114 kDa 4 2 

28 

ATPase family AAA domain-containing protein 

3A OS=Homo sapiens OX=9606 GN=ATAD3A 

PE=1 SV=2 

ATD3A_HUMAN ATAD3A 71 kDa 1 0 

29 
Kinesin light chain 1 OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=KLC1 PE=1 SV=2 
KLC1_HUMAN KLC1 65 kDa 3 0 

30 

Lysine-specific histone demethylase 1A 

OS=Homo sapiens OX=9606 GN=KDM1A PE=1 

SV=2 

KDM1A_HUMAN  KDM1A 93 kDa 4 0 

31 
Desmoplakin OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=DSP PE=1 SV=3 
DESP_HUMAN DSP 332 kDa 5 0 

32 sp|Q9Y5Y9|SCNAA_HUMAN 
SCNAA_HUMAN-

DECOY 
 ? 3 0 

 

vizsg§lt 

sejtvonal: 
    peptidsz§m 

HPAC MS azonos²tott feh®rje Azonos²t· 
Alternat²v 

ID 
MW 

Anti-

Tks4-IP 

minta 

kontroll 

minta 

1 

SH3 and PX domain-containing protein 2B 

OS=Homo sapiens OX=9606 GN=SH3PXD2B 

PE=1 SV=3 

SPD2B_HUMAN SH3PXD2B 102 kDa 4 0 

2 
Heat shock cognate 71 kDa protein OS=Homo 

sapiens OX=9606 GN=HSPA8 PE=1 SV=1 
HSP7C_HUMAN HSPA8 71 kDa 20 2 

3 
Nucleolin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=NCL 

PE=1 SV=3 
NUCL_HUMAN NCL 77 kDa 11 1 

4 

Probable ATP-dependent RNA helicase DDX5 

OS=Homo sapiens OX=9606 GN=DDX5 PE=1 

SV=1 

DDX5_HUMAN DDX5 69 kDa 8 1 

5 
Endoplasmic reticulum chaperone BiP OS=Homo 

sapiens OX=9606 GN=HSPA5 PE=1 SV=2 
BIP_HUMAN HSPA5 72 kDa 12 1 

6 
Heat shock 70 kDa protein 1A OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=HSPA1A PE=1 SV=1 

HS71A_HUMAN 

(+1) 
HSPA1A 70 kDa 6 1 

7 

Splicing factor, proline- and glutamine-rich 

OS=Homo sapiens OX=9606 GN=SFPQ PE=1 

SV=2 

SFPQ_HUMAN SFPQ 76 kDa 7 2 

8 

Lamina-associated polypeptide 2, isoform alpha 

OS=Homo sapiens OX=9606 GN=TMPO PE=1 

SV=2 

LAP2A_HUMAN TMPO 75 kDa 17 2 

9 

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U 

OS=Homo sapiens OX=9606 GN=HNRNPU PE=1 

SV=6 

HNRPU_HUMAN HNRNPU 91 kDa 6 2 

10 
Polyadenylate-binding protein 1 OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=PABPC1 PE=1 SV=2 
PABP1_HUMAN PABPC1 71 kDa 7 0 

11 

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K 

OS=Homo sapiens OX=9606 GN=HNRNPK PE=1 

SV=1 

HNRPK_HUMAN HNRNPK 51 kDa 7 1 

12 

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein Q 

OS=Homo sapiens OX=9606 GN=SYNCRIP PE=1 

SV=2 

HNRPQ_HUMAN SYNCRIP 70 kDa 4 1 

13 
40S ribosomal protein S4, X isoform OS=Homo 

sapiens OX=9606 GN=RPS4X PE=1 SV=2 
RS4X_HUMAN RPS4X 30 kDa 6 1 

14 

X-ray repair cross-complementing protein 6 

OS=Homo sapiens OX=9606 GN=XRCC6 PE=1 

SV=2 

XRCC6_HUMAN XRCC6 70 kDa 3 0 

15 
Heat shock protein HSP 90-alpha OS=Homo 

sapiens OX=9606 GN=HSP90AA1 PE=1 SV=5 
HS90A_HUMAN HSP90AA1 85 kDa 4 1 

16 
FACT complex subunit SSRP1 OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=SSRP1 PE=1 SV=1 
SSRP1_HUMAN SSRP1 81 kDa 3 0 

17 

Cell division cycle and apoptosis regulator protein 1 

OS=Homo sapiens OX=9606 GN=CCAR1 PE=1 

SV=2 

CCAR1_HUMAN CCAR1 133 kDa 33 0 

18 
CD2-associated protein OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=CD2AP PE=1 SV=1 
CD2AP_HUMAN CD2AP 71 kDa 31 0 

19 
Tryptophan--tRNA ligase, cytoplasmic OS=Homo 

sapiens OX=9606 GN=WARS1 PE=1 SV=2 
SYWC_HUMAN WARS1 53 kDa 17 0 

20 
F-actin-capping protein subunit alpha-1 OS=Homo 

sapiens OX=9606 GN=CAPZA1 PE=1 SV=3 
CAZA1_HUMAN CAPZA1 33 kDa 12 1 

21 
Kinesin-1 heavy chain OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=KIF5B PE=1 SV=1 
KINH_HUMAN KIF5B 110 kDa 12 0 

22 
F-actin-capping protein subunit beta OS=Homo 

sapiens OX=9606 GN=CAPZB PE=1 SV=4 
CAPZB_HUMAN CAPZB 31 kDa 12 0 

23 
Hemoglobin subunit beta OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=HBB PE=1 SV=2 
HBB_HUMAN HBB 16 kDa 10 0 



ммл 
 

24 
Hemoglobin subunit alpha OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=HBA1 PE=1 SV=2 
HBA_HUMAN HBA1 15 kDa 6 0 

25 
Histone H3.2 OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=H3C15 PE=1 SV=3 
H32_HUMAN H3C15 15 kDa 10 2 

26 
60S ribosomal protein L23a OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=RPL23A PE=1 SV=1 
RL23A_HUMAN RPL23A 18 kDa 4 1 

27 

Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins C1/C2 

OS=Homo sapiens OX=9606 GN=HNRNPC PE=1 

SV=4 

HNRPC_HUMAN HNRNPC 34 kDa 6 2 

28 
Microtubule-associated protein 4 OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=MAP4 PE=1 SV=3 
MAP4_HUMAN MAP4 121 kDa 6 0 

29 
Nucleophosmin OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=NPM1 PE=1 SV=2 
NPM_HUMAN NPM1 33 kDa 3 2 

30 
Matrin-3 OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=MATR3 PE=1 SV=2 
MATR3_HUMAN MATR3 95 kDa 8 2 

31 
40S ribosomal protein S7 OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=RPS7 PE=1 SV=1 
RS7_HUMAN RPS7 22 kDa 7 0 

32 
60S ribosomal protein L9 OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=RPL9 PE=1 SV=1 
RL9_HUMAN RPL9 22 kDa 3 1 

33 
F-actin-capping protein subunit alpha-2 OS=Homo 

sapiens OX=9606 GN=CAPZA2 PE=1 SV=3 
CAZA2_HUMAN CAPZA2 33 kDa 6 0 

34 
Core histone macro-H2A.1 OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=MACROH2A1 PE=1 SV=4 
H2AY_HUMAN MACROH2A1 40 kDa 4 1 

35 
Cytoplasmic dynein 1 heavy chain 1 OS=Homo 

sapiens OX=9606 GN=DYNC1H1 PE=1 SV=5 
DYHC1_HUMAN DYNC1H1 532 kDa 8 0 

36 
Annexin A2 OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=ANXA2 PE=1 SV=2 
ANXA2_HUMAN ANXA2 39 kDa 12 2 

37 

SH3 domain-containing kinase-binding protein 1 

OS=Homo sapiens OX=9606 GN=SH3KBP1 PE=1 

SV=2 

SH3K1_HUMAN SH3KBP1 73 kDa 9 0 

38 

Brain-specific angiogenesis inhibitor 1-associated 

protein 2-like protein 1 OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=BAIAP2L1 PE=1 SV=2 

BI2L1_HUMAN BAIAP2L1 57 kDa 11 0 

39 
Poly(U)-binding-splicing factor PUF60 OS=Homo 

sapiens OX=9606 GN=PUF60 PE=1 SV=1 
PUF60_HUMAN PUF60 60 kDa 4 0 

40 
40S ribosomal protein S11 OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=RPS11 PE=1 SV=3 
RS11_HUMAN RPS11 18 kDa 7 0 

41 
Complement C4-A OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=C4A PE=1 SV=2 
CO4A_HUMAN C4A 193 kDa 8 0 

42 

RNA-binding motif protein, X chromosome 

OS=Homo sapiens OX=9606 GN=RBMX PE=1 

SV=3 

RBMX_HUMAN RBMX 42 kDa 4 1 

43 
60S acidic ribosomal protein P0 OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=RPLP0 PE=1 SV=1 
RLA0_HUMAN RPLP0 34 kDa 4 1 

44 
Sorcin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=SRI PE=1 

SV=1 
SORCN_HUMAN SRI 22 kDa 5 0 

45 

Regulation of nuclear pre-mRNA domain-

containing protein 1B OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=RPRD1B PE=1 SV=1 

RPR1B_HUMAN RPRD1B 37 kDa 7 0 

46 
SH3 domain-binding protein 1 OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=SH3BP1 PE=1 SV=3 
3BP1_HUMAN SH3BP1 76 kDa 8 0 

47 
FACT complex subunit SPT16 OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=SUPT16H PE=1 SV=1 
SP16H_HUMAN SUPT16H 120 kDa 3 2 

48 
60S ribosomal protein L11 OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=RPL11 PE=1 SV=2 
RL11_HUMAN RPL11 20 kDa 5 0 

49 
60S ribosomal protein L12 OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=RPL12 PE=1 SV=1 
RL12_HUMAN RPL12 18 kDa 4 0 

50 
Poly [ADP-ribose] polymerase 1 OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=PARP1 PE=1 SV=4 
PARP1_HUMAN PARP1 113 kDa 6 1 

51 
60S ribosomal protein L10 OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=RPL10 PE=1 SV=4 
RL10_HUMAN RPL10 25 kDa 5 0 

52 
Histone H2B type 1-O OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=H2BC17 PE=1 SV=3 
H2B1O_HUMAN H2BC17 14 kDa 4 0 

53 
40S ribosomal protein S18 OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=RPS18 PE=1 SV=3 
RS18_HUMAN RPS18 18 kDa 4 0 

54 

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H3 

OS=Homo sapiens OX=9606 GN=HNRNPH3 

PE=1 SV=2 

HNRH3_HUMAN HNRNPH3 37 kDa 3 1 

55 
RNA-binding protein 25 OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=RBM25 PE=1 SV=3 
RBM25_HUMAN RBM25 100 kDa 4 0 

56 
RNA-binding protein 39 OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=RBM39 PE=1 SV=2 
RBM39_HUMAN RBM39 59 kDa 6 0 

57 
Peroxiredoxin-1 OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=PRDX1 PE=1 SV=1 
PRDX1_HUMAN PRDX1 22 kDa 4 0 

58 
40S ribosomal protein S10 OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=RPS10 PE=1 SV=1 
RS10_HUMAN RPS10 19 kDa 3 0 

59 

ATPase family AAA domain-containing protein 3A 

OS=Homo sapiens OX=9606 GN=ATAD3A PE=1 

SV=2 

ATD3A_HUMAN ATAD3A 71 kDa 4 0 

60 
Fibronectin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=FN1 

PE=1 SV=5 
FINC_HUMAN FN1 272 kDa 6 0 

61 
Alpha-2-macroglobulin OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=A2M PE=1 SV=3 
A2MG_HUMAN A2M 163 kDa 3 0 



ммм 
 

62 

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein F 

OS=Homo sapiens OX=9606 GN=HNRNPF PE=1 

SV=3 

HNRPF_HUMAN HNRNPF 46 kDa 3 0 

63 
60S ribosomal protein L18 OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=RPL18 PE=1 SV=2 
RL18_HUMAN RPL18 22 kDa 4 0 

64 
Kinesin light chain 1 OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=KLC1 PE=1 SV=2 
KLC1_HUMAN KLC1 65 kDa 4 0 

65 

Carcinoembryonic antigen-related cell adhesion 

molecule 5 OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=CEACAM5 PE=1 SV=3 

CEAM5_HUMAN CEACAM5 77 kDa 4 0 

66 
60S ribosomal protein L22 OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=RPL22 PE=1 SV=2 
RL22_HUMAN RPL22 15 kDa 4 0 

67 
60S ribosomal protein L23 OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=RPL23 PE=1 SV=1 
RL23_HUMAN RPL23 15 kDa 4 0 

68 
ELAV-like protein 1 OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=ELAVL1 PE=1 SV=2 
ELAV1_HUMAN ELAVL1 36 kDa 3 0 

69 
60S ribosomal protein L31 OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=RPL31 PE=1 SV=1 
RL31_HUMAN RPL31 14 kDa 5 0 

70 

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein R 

OS=Homo sapiens OX=9606 GN=HNRNPR PE=1 

SV=1 

HNRPR_HUMAN HNRNPR 71 kDa 3 0 

71 

Single-stranded DNA-binding protein, 

mitochondrial OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=SSBP1 PE=1 SV=1 

SSBP_HUMAN SSBP1 17 kDa 5 0 

72 
Lamin-B1 OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=LMNB1 PE=1 SV=2 
LMNB1_HUMAN LMNB1 66 kDa 4 0 

73 
60S ribosomal protein L18a OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=RPL18A PE=1 SV=2 
RL18A_HUMAN RPL18A 21 kDa 4 0 

74 
REST corepressor 1 OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=RCOR1 PE=1 SV=2 
RCOR1_HUMAN RCOR1 53 kDa 3 0 

75 
Laminin subunit alpha-3 OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=LAMA3 PE=1 SV=2 
LAMA3_HUMAN LAMA3 367 kDa 4 0 

76 
40S ribosomal protein S14 OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=RPS14 PE=1 SV=3 
RS14_HUMAN RPS14 16 kDa 4 0 

77 
Optineurin OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=OPTN PE=1 SV=3 
OPTN_HUMAN OPTN 66 kDa 3 0 

78 
DNA topoisomerase 2-alpha OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=TOP2A PE=1 SV=3 
TOP2A_HUMAN TOP2A 174 kDa 3 0 

79 

Protein-glutamine gamma-glutamyltransferase 2 

OS=Homo sapiens OX=9606 GN=TGM2 PE=1 

SV=2 

TGM2_HUMAN TGM2 77 kDa 5 0 

80 
E3 ubiquitin-protein ligase TRIM21 OS=Homo 

sapiens OX=9606 GN=TRIM21 PE=1 SV=1 
RO52_HUMAN TRIM21 54 kDa 4 0 

81 
Coiled-coil domain-containing protein 7 OS=Homo 

sapiens OX=9606 GN=CCDC7 PE=1 SV=3 
CCDC7_HUMAN CCDC7 157 kDa 4 0 

82 
Epiplakin OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=EPPK1 PE=1 SV=3 
EPIPL_HUMAN EPPK1 556 kDa 3 0 

83 
Acylamino-acid-releasing enzyme OS=Homo 

sapiens OX=9606 GN=APEH PE=1 SV=4 
ACPH_HUMAN APEH 81 kDa 3 0 

84 

Sorbin and SH3 domain-containing protein 2 

OS=Homo sapiens OX=9606 GN=SORBS2 PE=1 

SV=3 

SRBS2_HUMAN SORBS2 124 kDa 3 0 

85 

Leucine-rich PPR motif-containing protein, 

mitochondrial OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=LRPPRC PE=1 SV=3 

LPPRC_HUMAN LRPPRC 158 kDa 4 0 

86 
60S ribosomal protein L35 OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=RPL35 PE=1 SV=2 
RL35_HUMAN RPL35 15 kDa 3 0 

87 
40S ribosomal protein S13 OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=RPS13 PE=1 SV=2 
RS13_HUMAN RPS13 17 kDa 3 0 

88 
Golgin subfamily A member 4 OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=GOLGA4 PE=1 SV=1 
GOGA4_HUMAN GOLGA4 261 kDa 3 0 

89 
60S ribosomal protein L24 OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=RPL24 PE=1 SV=1 
RL24_HUMAN RPL24 18 kDa 3 0 

 

vizsg§lt 

sejtvonal: 
    peptidsz§m 

N87 MS azonos²tott feh®rje Azonos²t· 
Alternat²v 

ID 
MW 

Anti-

Tks4-

IP 

minta 

kontroll 

minta 

1 
Actin, cytoplasmic 2 OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=ACTG1 PE=1 SV=1 
P63261 ACTG1 42 kDa 14 0 

2 
Albumin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=ALB PE=1 

SV=2 
P02768 (+2) ALB 69 kDa 32 0 

3 
Alpha-actinin-4 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=ACTN4 

PE=1 SV=2 
O43707 ACTN4 

105 

kDa 
4 0 

4 
Alpha-amylase 1B OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=AMY1B PE=1 SV=1 
P0DTE7 (+2) AMY1B 58 kDa 6 4 



ммн 
 

5 
CD2-associated protein OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=CD2AP PE=1 SV=1 
Q9Y5K6 CD2AP 71 kDa 9 0 

6 
Cell division cycle and apoptosis regulator protein 1 

OS=Homo sapiens OX=9606 GN=CCAR1 PE=1 SV=2 
Q8IX12 CCAR1 

133 

kDa 
8 0 

7 
Core histone macro-H2A.1 OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=MACROH2A1 PE=1 SV=4 
O75367 MACROH2A1 40 kDa 4 0 

8 
Desmoplakin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=DSP PE=1 

SV=3 
P15924 DSP 

332 

kDa 
3 0 

9 
Endoplasmic reticulum chaperone BiP OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=HSPA5 PE=1 SV=2 
P11021 HSPA5 72 kDa 3 0 

10 
F-actin-capping protein subunit alpha-1 OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=CAPZA1 PE=1 SV=3 
P52907 CAPZA1 33 kDa 4 0 

11 
Fibronectin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=FN1 PE=1 

SV=5 
P02751 FN1 

272 

kDa 
5 0 

12 
Heat shock cognate 71 kDa protein OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=HSPA8 PE=1 SV=1 
P11142 HSPA8 71 kDa 12 5 

13 
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K OS=Homo 

sapiens OX=9606 GN=HNRNPK PE=1 SV=1 
P61978 HNRNPK 51 kDa 3 0 

14 

Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins A2/B1 

OS=Homo sapiens OX=9606 GN=HNRNPA2B1 PE=1 

SV=2 

P22626 HNRNPA2B1 37 kDa 5 0 

15 
Histone H2A type 1-B/E OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=H2AC4 PE=1 SV=2 
P04908 (+2) H2AC4 14 kDa 4 0 

16 
Histone H2B type 1-D OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=H2BC5 PE=1 SV=2 
P58876 (+6) H2BC5 14 kDa 13 0 

17 
Histone H3.1 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=H3C1 

PE=1 SV=2 
P68431 H3C1 15 kDa 5 0 

18 
Histone H4 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=H4C1 PE=1 

SV=2 
P62805 H4C1 11 kDa 6 0 

19 
Hornerin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=HRNR PE=1 

SV=2 
Q86YZ3 (+1) HRNR 

282 

kDa 
5 0 

20 
Immunoglobulin heavy constant gamma 1 OS=Homo 

sapiens OX=9606 GN=IGHG1 PE=1 SV=1 
P01857 (+1) IGHG1 36 kDa 6 0 

21 
Junction plakoglobin OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=JUP PE=1 SV=3 
P14923 JUP 82 kDa 5 0 

22 
Keratin, type I cytoskeletal 14 OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=KRT14 PE=1 SV=4 
P02533 (+1) KRT14 52 kDa 3 0 

23 
Keratin, type I cytoskeletal 16 OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=KRT16 PE=1 SV=4 
P08779 (+1) KRT16 51 kDa 3 0 

24 
Keratin, type I cytoskeletal 18 OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=KRT18 PE=1 SV=2 
P05783 KRT18 48 kDa 15 0 

25 
Nebulin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=NEB PE=1 

SV=5 
P20929 NEB 

773 

kDa 
3 0 

26 
Plectin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=PLEC PE=1 

SV=3 
Q15149 PLEC 

532 

kDa 
102 0 

27 
Polypyrimidine tract-binding protein 1 OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=PTBP1 PE=1 SV=1 
P26599 PTBP1 57 kDa 3 0 

28 
Prelamin-A/C OS=Homo sapiens OX=9606 GN=LMNA 

PE=1 SV=1 
P02545 LMNA 74 kDa 9 0 

29 
Probable ATP-dependent RNA helicase DDX5 OS=Homo 

sapiens OX=9606 GN=DDX5 PE=1 SV=1 
P17844 DDX5 69 kDa 4 0 

30 
Serotransferrin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=TF PE=1 

SV=3 
P02787 TF 77 kDa 3 0 

31 
SH3 and PX domain-containing protein 2B OS=Homo 

sapiens OX=9606 GN=SH3PXD2B PE=1 SV=3 
A1X283 SH3PXD2B 

102 

kDa 
5 0 

32 Sorcin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=SRI PE=1 SV=1 P30626 SRI 22 kDa 5 0 

33 
Stress-70 protein, mitochondrial OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=HSPA9 PE=1 SV=2 
P38646 HSPA9 74 kDa 3 0 

34 Titin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=TTN PE=1 SV=4 Q8WZ42 TTN 
3816 

kDa 
11 0 

35 
Transketolase OS=Homo sapiens OX=9606 GN=TKT 

PE=1 SV=3 
P29401 TKT 68 kDa 3 0 

36 
Tryptophan--tRNA ligase, cytoplasmic OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=WARS1 PE=1 SV=2 
P23381 WARS1 53 kDa 7 0 

37 
Actin, cytoplasmic 1 OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=ACTB PE=1 SV=1 
P60709 (+1) ACTB 42 kDa 0 4 

38 
Transformation/transcription domain-associated protein 

OS=Homo sapiens OX=9606 GN=TRRAP PE=1 SV=3 
Q9Y4A5 TRRAP 

438 

kDa 
0 3 

 

 



ммо 
 

1.§bra: A549 sejtek kariotipiz§l§si eredm®nye (UD-GenoMed Medical §ltal). Pirossal jelºlve 

az 5.kromosz·ma, amelyen a Tks4 g®n tal§lhat·. 

 

 

 



ммп 
 

2.§bra: Az A549 WT ®s Tks4-KO sejtvonalak SNP autentifik§ci·s anal²zise Microsynth AG 

§ltal. 

 


