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1. Bevezetés

Az epitelidlis-mezenchimalis atmenet (EMT) egészséges sejtek esetében egy szigoruan
koordinalt sejtszintii folyamat, ahol az epitelidlis sejtek elvesztik epitelidlis tulajdonsagaikat és
emellett mezenchimalis jellegzetességeket nyernek. Egészséges szovetekben az EMT-nek
kiemelt szerepe van az embrionalis fejlédés sordn, és a felnétt szervezetben sebgydgyulaskor.
Nem egészséges szovetekben is végbemegy az EMT folyamata, de a koros EMT koordinalasa
mar korant sem olyan szigora 1épéseken keresztiil valosul meg, mint normal esetben. A koros
EMT-nek a tumor progresszié soran a metasztazis képzés folyamatdban van meghatarozo
szerepe. A tumorsejtekben megvalésulo EMT soran tugynevezett koztes allapotok is
fennallnak, amelyet hibrid EMT-nek vagy részleges EMT-nek neveziink. Ilyen (EMT-like)
fazisban a sejtek tgynevezett epithelids mezenchimalis plaszticitassal (EMP) rendelkeznek,
amely soran kiilonb6z6 allapotokat vehetnek fel és ko-expresszalhatjak az epitelidlis ¢és

mezenchimalis markereket egyarant [1].

1.1. Az EMT folyamata

Az epitelialis-mezenchimalis atmenetnek tehat (EMT) harom 6 tipusa ismert: az elso tipus az
embrionalis fejlddésben (implantacid, gasztrulacid, veldesd kialakulds) megjelend, a masodik
tipus a sebgygdgyulas, szovet regeneracié folyamataban el6forduld, a harmadik tipus a tumor
progresszioval és metasztazissal 6sszekapcsolhatdé EMT. E folyamatok soran a sejtek epitelialis
fenotipusos jellegiik csokken és mezenchimalis tulajdonsagokat nyernek. Az EMT
iniciacigjakor a sejtek elvesztik az apikalis-bazalis polaritdsukat, mivel meggyengiilnek az
epitelidlis sejtek kozotti kapcsolatok (dezmoszomak, gap junkcidk, adherens junkcidk, tight
junkcid), a kiilonbozé adhézios fehérjék transzkripcids represszidja, degradacidja vagy
relokalizacidja miatt. Tovabba citoszkeleton atrendezddés is torténik, mialtal a sejtek motilitasa
¢s alakja megvaltozik; lehetdvé valik a dinamikus sejt elongacio, ) aktin gazdag sejt projekciok
alakulnak ki, amik eldsegitik a sejtek mozgasat [2]. Ilyen sejt projekciok a lamellipodia
(lemezszeri membran kitiiremkedések a motilis sejt leading edge-n), filopddiak (tiiskeszerii
membran kitliremkedések a lamellipddiakon), invadopodidk (dinamikus
membrankitiiremkedés), aktin stressz szalak (stressz hatdsara 1étrejové kontraktilis

képzédmények) (1.4bra)[3].
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1.abra: A sejt aktin gazdag struktirai: Lamellipodia, filopodia, stressz szalak, fokalis adhézio,

invadopddia. (A kép sajat rajz a kovetkezo forras alapjan: [4])

Tovabba, az EMT soran valtozasok torténnek a jelatviteli folyamatokban, és atprogramozodik
a sejtek génexpresszios profilja. Az EMT-ben szerepet jatszo transzkripcios faktorok szintje
megemelkedik, pl. Twist, Snail, Snai2, Zebl szintje. Ezek koordinaljak az epitelidlis gének
represszidjat és a mezenchimalis gének expresszidjat, amelyeknek hatdsara EMT-ben fontos
szerepet jatszo fehérjék irddnak at. Ezek koz¢ tartozik tobbek kozott a ,,cadherin switch”, ami
azt jelenti, hogy az epitelidlis sejtek altal sejtfelszinen expresszalt glikoprotein, az E-cadherin
szintje lecsokken, helyette az N-cadherin expresszidja megemelkedik, ami megvaltoztatja a
sejtkozotti adhézids kapcsolatokat, mivel az N-cadherin egy sokkal gyengébb kapcsolatot
kiemelkedd szerepet jatszé fehérjék a vimentin és a fibronectin. A vimentin egy intermedier
filamentumot felépitd viszkoelasztikus fehérje, amely tdmogatja a sejtek mozgasat, egy

jelatviteli platformot biztosit a fokalis adhézidban (multiprotein struktarak, amelyek



mechanikai kapcsolatot hoznak 1étre az extracellularis matrix és sejten beliili aktin kotegek
kozott) [6]. A fibronectin (Fnl) is egy jol ismert EMT marker, egy glikoprotein, amelynek van
citoplazmatikus és szekretalt extracellularis tipusa is. Szabdlyozza a sejtek egymashoz valo

kapcsolddasat és a sejtmigraciot, valamint képes indukélni az EMT folyamatat [7].

A hibrid EMT vagy részleges EMT fogalmat 2020-ban pontositottdk [1], amelynek jelentése
az, hogy a sejtek egyiittesen expresszaljak az epitelialis €s a mezenchimalis markereket egyfajta
plasztikus allapotban (EMP), igy rugalmasan mozognak az epitelidlis-mezenchimalis
differenciacios tengelyen, tehat képesek szabadon atalakulni az egyik allapotbol a masikba
(epitelialisbol mezenchimalisba, mezenchimalisbol epitelialisba, ezt az utdbbi folyamatot
MET-nek nevezziik)[1,8]. Az EMP tulajdonsadgokat indukéalhat szdmos faktor, mint a
novekedési faktorok, a citokinek, illetve a hipoxia is, amely patologias koriilmények kozott, pl.
tumor szovet belsejében gyakran eldforduld jelenség. Mint lathatd, az EMT-ben a sejtek
kiilonboz6 képességekkel rendelkeznek, mint példaul a motilitas, az dssejt jellegek, ezen kiviil
a gyogyszer rezisztencia [1]. A mezenchimalis allapot elérése eldtt, az emlitett jellemzdk a
kiilonb6zé tumorsejtekben folyamatosan ingadoznak az EMT folyamata sordn, igy a
tumorsejtpopulacio egy plasztikus heterogén allapotban van, és a tumor sejtek mas-mas
fazisban vannak, kiilonb6zo (motilitadsi, Ossejt €s gyogyszer rezisztencia) potenciallal
rendelkeznek (2.4bra). Tanulmanyok azt is leirtadk, hogy az EMT indukalhat a tumorsejtekben
Ossejt tulajdonsagokat, pl. bizonyos EMT-ben szerepet jatsz6 transzkripcios faktorok (pl. Twist,
Snail, Snai2) magasabb expresszidja eldsegiti az Ossejtes jellegekkel rendelkezd sejtek
kialakulasat [1]. Nemrég azt is kimutattak, hogy a hibrid EMT allapotban 1év6 sejtek nagyobb
dssejtes potenciallal rendelkezhetnek, azoknal a sejteknél, amelyek, vagy teljesen epitelidlis,
vagy pedig teljesen mezenchimadlis allapotban vannak [1]. Ezzel a jelenséggel 6sszefiiggésbe
hozhato, hogy az dssejtek egy nem-elkotelezett allapotban vannak, amikor még sokféle sejt ki
tud alakulni beldliik és ko-expresszalnak alacsony szinten szamos transzkripcios faktort,
hasonldéan, mint a részleges-EMT fazisban 1évé tumorsejtek, melyek még epitelialis és
mezenchimadlis sejtté is alakulhatnak (plasztikusak). A differenciacios 1épések mellett az EMT-
ben, a terdpias rezisztencia kialakulasa egy masik fontos folyamat [1].Ugyanis kimutattak, hogy
az EMT markerek magas szintli expresszidja 0sszefiiggésbe hozhatd a gyogyszer rezisztens
allapot kialakuldsaval, illetve, hogy bizonyos terapidk hatasdra a sejtek még inkéabb
mezenchimdlis jellegeket vesznek fel. Ezért is kulcsfontossdgi a kiilonféle hibrid EMT
allapotok vizsgalata, mivel ezen folyamatok alaposabb megismerése lehetdséget nyujt arra,

hogy hatékonyabb és célozottabb terapidkat fejlessziink ki ezen sejtek ellen [1,9].
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2.abra: Epitelidlis-mezenchimalis atmenet (EMT), amely motilitds, &ssejt jellegek és
gyogyszer rezisztencia szempontjabol dinamikusan valtozé tranzicids spektrumnak nevezheto.
Az EMT-markerek ingadozasa lehetdvé teszi, hogy a tumor sejtek kiillonbozé fazisokban
legyenek, mindegyikiik kiilonb6z6 potencidlokkal rendelkezik, példaul motilitas, dssejt jellegek
¢s gyogyszerrezisztencia terén [1,9]. (Az dbra a kovetkezd forrasbol szarmaztatott

atszerkesztett valtozat:[1])

1.2. EMT, az embrionalis fejlodésben

Az embrionalis fejlédésben szamos egymast kovetd EMT és MET lépés zajlik le, amely azért
szlikséges, hogy kialakuljanak a végsd, specidlisan differencidlt sejtek és igy a szervek
haromdimenzidés szerkezete. Attol fliggden, hogy a fejlddés soran mikor torténik
megkiilonboztetiink elsddleges, masodlagos ¢és harmadlagos EMT-t [3]. Az embrionalis
fejlodésben megjelend EMT folyamatara jellemzd, hogy epitelialis sejtek teljesen atalakulnak
mezenchimalis sejtekké, majd a MET folyamat soran szekunder epitelialis sejtek johetnek Iétre,
¢és altaldban nem jellemzdé a sejtek invazidja [10]. A huméan embriondlis dssejtek (ESC)
differencialédésa soran az E-cadherint represszalé transzkripcids faktorok expresszidja megnd
(Snail, Snai2, Twist), megtorténik a cadherin switch: E-cadherin expresszioja csokken, N-

cadherin expresszidja nd, illetve a vimentin EMT marker expresszidja fokozodik [11].

Az elsédleges EMT a korai embrionalis fejlddés folyamataban jatszodik le, amikor a
gasztrulacidban a primitiv ektodermabdl kialakul a mezoderma (3.abra). A gasztrulacio, az a
folyamat, amikor az embrid harom csiralemeze kialakul (az ektoderma, mezoderma és

endoderma), amely az egyedfejlodés soran egy fontos esemény a szervek kialakulasa



szempontjabol. A mezoderma ¢és a veldcso sejtek kialakulasa egy kulcs EMT folyamat, mivel

ezek a sejtek szamos sejttipussa képesek differencialddni [3,12].

A masodlagos EMT soran mar olyan mezenchimalis sejtek alakulnak ki, amelyek csak
bizonyos sejtekké képesek differencidlodni (3.4bra). A korai mezodermalis sejtek a
gasztrulaciot kovetden axidlis, paraxidlis, intermedier és laterdlis mezoderméra osztédnak.
Ezek a mezodermalis osztodasok ezutan MET folyamat révén atmeneti hdmszovetekké tudnak
kondenzalddni, igy kialakul a notokhord (gerinchur), a szomitak (6scsigolyak), az urogenitalis
rendszer el6futarai, illetve a szomatopleura (ektoderméhoz simuld oldallemez), ¢és

visceropleura (mellhartya lemeze) [3,12].

A harmadlagos EMT-re példa az, amelyet az EMT és a MET hdrom egymast kovetd ciklusa
jellemzi (3.abra). Eloszor az EMT folyamatdban a gasztrulacidé soran a sziv mezodermalis
sejtjei jonnek létre, és a visceropleurdban 1évo szivprogenitor sejtek a MET révén gyorsan
kétrétegli  epitéliummad szervezOdnek. Ezutan a mezenchimasejtek EMT-n keresztiil
delaminalédnak a hamrétegbdl, igy egy Osszefiiggd sziv mezoderm lap jon létre. Végiil a
mezodermalis sejtek a mezodermalis lapon beliil MET révén a sziv endotélbélését hozzak l1étre

[3,12].

Elsédleges EMT /V l '} NS

Mezodermalis sejtek osztédasa Mezoderma
kialakuldsa

Masodlagos EMT
oy "

embrionalis sziv

kialakulasa

Harmadlagos EMT

3.abra: EMT az embriondlis fejlédésben (Az abra a kovetkezd forrasbol szarmaztatott

atszerkesztett valtozat: [8]).

A természetesen megtdrténd EMT folyamatokra reflektal az in vitro koriilmények (matrigélen

valo novesztés: ez egy olyan extracellularis matrixot biztosit a sejteknek, amely az in vivo
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kornyezetre hasonlit) kozott epitelialis jellegekkel rendelkezé human pluripotens 6ssejtek
esetében is megfigyelhetd EMT. Ugyanis ezek a human pluripotens Ossejtek képesek
sejtklasztereket 1étrehozni, amelyb6l embrioid testecskék (EB) johetnek Ilétre, amely az
embrionalis fejlodés egy fontos szakaszat mimikalja, amikor a gasztrulacioban lezajlo EMT-vel
iniciacios ¢és differenciacios folyamat kovetkeztében kialakulhat a harom csiralemez:

endoderma, ektoderma és mezoderma [3].

1.3. EMT, a tumorbiolégiaban

A tumoros sejtekben lezajldo EMT, hasonléan az embrionalis fejlédés soran megfigyelhetd
EMT-hez, egy dinamikus folyamat, amelyben reverzibilis allapotok (EMT ¢és MET)
valtakozhatnak atmenetileg [5]. Azonban a tumorsejtekben a folyamat populacios szinten nem
szabalyozott, igy a heterogén tumorban egyszerre lehetnek jelen epitelidlis és mezenchimalis
markereket kiilonbozd szinten expresszald sejtek (Ggynevezett hibrid vagy részleges EMT
zajlik le), amely folyamat soran a tumor sejtek megoérizhetik epitelialis tulajdonsagaik egy
részet, de bizonyos fokig mezenchimalis fenotipust is mutatnak [9]. Ez lehet6vé teszi szamukra,
hogy bizonyos sejtek migracios képességekkel is rendelkezzenek, mikdzben a mezenchimalis
jellemzdik révén az extracellularis matrixhoz (ECM) erdsebben kotddnek, mint egymdéshoz.
Sok tumortipusnal kimutattak, hogy a részleges EMT-t mutat6 sejtek fokozott metasztatikus
potenciallal rendelkeznek, igy nagyobb metasztatikus kockazatot jelentenek [10,13]. Mas
kutatocsoport viszont azt allapitotta meg, hogy az EMT folyamat sordn nem minden esetben
novekszik meg a sejtek migracios képessége, €s igy a migracid és az invazid egymastol

elkiilonithetd folyamat lehet [14].

Az EMT soran szamos folyamat indukalodhat pl.: létrejohetnek tumor dssejtek, valamint az
EMT stimulalhatja az angiogenezis folyamatat is, illetve gydgyszer rezisztencia kialakulasat is
eldsegitheti. Ezek a folyamatok mind fontos szerepet jatszanak a tumor kialakuldsaban,
progresszidjaban €s a metasztazis képzésében is. Az EMT folyamat soran az egyik legnagyobb
kihivéas, hogy megéallapitsuk, éppen melyik stddiumban vannak a sejtek, a hibrid/részleges
EMT, vagy a reverz MET folyamata zajlik-e, amelyhez a megfeleld markerek azonositasa
sziikséges [5]. Ez elengedhetetlen annak érdekében, hogy a megfeleld terapiat alkalmazhassuk.
Az biztos, hogy tobb tanulmany 6sszefliggést mutatott az EMT ¢és tumor progresszid kozott,
pl.: prosztata-, tiid6-, mdj-, hasnyalmirigy- és emldrdk esetében igazoltdk, hogy ha a
tumorsejtek jelentds része EMT folyamaton megy keresztiil, a tumor agresszivitdsa megnd

[15-19].
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A felsorolt daganattipusok koziil a tiidorak az egyik leggyakoribb rosszindulata daganat, és
vilagszerte vezetd haldlok. Ennek egyik oka, hogy a diagnozis sok esetben tal késon torténik,
amikor a betegség mar eldrehaladott, vagy akdr metasztatikus stddiumban van. Egy masik
fontos tényez0d, hogy kevés olyan korai diagnosztikai marker all rendelkezésre, amely alkalmas
lenne a betegség azonositasara. A tiidétumort két nagy csoportra osztjak: kissejtes tiidérakra
(SCLC) és nem kissejtes tiidérakra (NSCLC). A tiidorakos esetek tobb mint 80%-4ért a nem
kissejtes tiidorak felel, amelyet szovettanilag tovabbi alcsoportokra osztjak: adenokarcindmara

(LUAD), nagysejtes karcinomara (LCC) és laphamsejtes karcinomara (LUSC) [20,21].

Tobb kutatas vizsgalta a tiidorak és az EMT kozotti kapcsolatot [22—27], példaul Bremnes ¢€s
kutatocsoportja kimutatta, hogy az E-cadherin és a kateninek csokkent kifejezddése
kedvezdtlen progndzissal jar a nem kissejtes tiidérdk (NSCLC) esetében [22]. Emellett a
vimentin és a Snail fehérje jelenlétét szintén Gsszefiiggésbe hoztak az NSCLC agresszivebb
fenotipusaval [23]. Tovabba az is bebizonyosodott, hogy az EMT markerek korai kifejezodése
a tidorak fejlédésének kezdeti szakaszaban (példaul az TA stddiumban) a kedvezodtlenebb

tulélést jelezheti eldre [24].

1.4. Allvanyfehérjék

Az allvanyfehérjék a fehérjék egy specidlis osztalyat képviselik, amelyek kiilonleges szerepe
abban rejlik, hogy képesek tobb partnerfehérjét kozel hozni egymashoz, létrehozva egy
kapcsolodasi platformot, ami eldsegiti a makromolekularis interakciok kialakulasat [28,29].
Ezek a fehérjék altalaban nem rendelkeznek enzimatikus aktivitassal, de jelentds szerepet
jatszanak a fehérje-fehérje kolcsonhatasok €s haldzatok szabalyozasaban. Dinamikus mddon
képesek konformacid valtozdsokon keresztiil menni, amelyek sziikségek is funkciojuk
ellatashoz igy befolyasolva a jelatviteli folyamatokat [28,29]. Ezen kiviil leirtdk szerepiiket a
folyadék-folyadék féazisszeparacioban (LLPS) is. E folyamat sordan membran nélkiili
kondenzatumok alakulnak ki cseppek formajaban. Ezek a kondenzatumok a multivalens
molekulak kozotti kdlcsonhatasok révén jonnek létre. A fehérjék bizonyos doménjei, példaul az
SH3 domén és a prolinban gazdag motivumok (PRM), amelyek gyakran eléfordulnak
allvanyfehérjékben, illetve a rendezetlen régiokkal rendelkezd fehérjék képesek
fazisszeparaciora €s cseppek kialakitasara [30]. Kimutattak azt, hogy az LLPS folyamatanak

zavara tumorigenezishez is vezethet [30,31].

Az allvanyfehérjéknek szamos funkcidja van (4.abra), példaul lokalizalhatjdk az effektor

fehérjéket a megfeleld helyre (a citoplazmabol a membranhoz), valamint képesek felerdsiteni a
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fehérje jelatviteli kaszkadokat, példaul a kinéaz jelatviteli Gitvonalat. Emellett ezek a fehérjék
multifehérje komplexeket is képesek Osszeallitani és stabilizdlni, mivel egyszerre tobb
allvanyfehérje is kotddhet egymashoz. Ezenkiviil megakadalyozhatjak a foszforilalt fehérjék
hogy egyes mutaciok az allvany fehérjékben kiilonb6z6 betegségekhez kapcsolhatok, mivel a
mutans allvanyfehérjék nem képesek a megfeleld konformacids allapotot felvenni, igy
megkotni a megfeleld partnereit [28,29]. Az allvanyfehérjék kiemelt szerepet jatszanak a vezetd
halalt okozo betegségekben: sziv és érrendszeri (pl.: ANKRDI, IQGAP1), metabolikus ¢és
neurologiai betegségekben (pl.: B-Arrestin, IRS1, SHANK3), illetve rakban (pl.: Grb2, Paxilin,
Tks4), ezért fontos lehet az allvanyfehérjék molekuldris mechanizmusainak karakterizalasa,
mivel igy terapids célpontokat is azonosithatunk az altaluk szabalyozott jelatviteli itvonalakban

[28,29].

jelatviteli kad
felgr@sitése

4.4bra: Allvanyfehérjék funkcioi (A kép sajat rajz a kovetkezd forras alapjan: [29]).
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1.5. A Tks4, mint multifunkcionalis fehérje

A doktori értekezésben szerepld allvanyfehérje a Tks4 (gén név: SH3PXD2B), amely hidat
képez a novekedési faktor receptorok €s az effektor jelatviteli fehérjék kozott [32]. A fehérje
enzimatikus hatdssal nem rendelkezik, azonban szamos sejtszintli folyamat kiemelt szerepldje.
Szerkezetébdl adodoan (prolin gazdag régiokkal (PRM) és négy SH3 doménnel rendelkezik,
amelyek a leggyakoribb protein felismerd motivumok, illetve rendeztelen régidval és egy Phox
homology (PX) membrankoté doménnel; 5.4bra) szamos molekula kapcsolddasat teszi lehetéveé
(fiiggelék 1.tablazat). A Tks4 tobbek kozott az EGF-EGFR-Src jelatviteli ut résztvevoje [33].
Az EGFR aktivalt Src kinaz képes foszforilalni a Tks4-et tobb pozicidban (25, 373, és 508-as
tirozin oldallancan), amelynek hatasara a jelatviteli molekulak Tks4-hez kotodhetnek, illetve
maga az aktivalt Src is képes a Tks4-hez kotddni és tovabb foszforilalni a downstream targetjeit

[33,34].

Kutat6csoportunk kimutatta, hogy a Tks4 fehérjének van egy nyitott és egy zart konforméacios
allapota [34]. Zart allapotban nem képes a membranhoz kotddni a Tks4 (ugyanis
intramolekularis kdlcsonhatasok révén az N-termindlis régidja be van csomagolddva a tandem
SH3 domének és a potencialis tandem SH3-asszocialt motivum (PTAM) kozotti, valamint a PX
¢s a harmadik SH3 domének kozotti kdlcsonhatas eredményeképpen). Nyitott (aktiv) allapotba
bizonyos foszforilacids események hatasara keriilhet, ¢és igy képes a membranhoz kotddni és
effektor partnereket kotni [34]. Azonban nem tudjuk, hogy milyen meghatarozott foszforilacios
esemény sziikséges a szerkezet kinyildsdhoz, mert a Phosphositeplus adatbazis alapjan nem
csak tirozinon, de szerinen €s theronin is képes foszforilalodni a Tks4. Ezen foszforilacios
helyekbdl a kutatocsoportunk kizarta a PTAM melletti 353-as pozicidoban 1évé threonin
foszforilacids helyet, tehat nem ezen a pozicion torténd foszforilacio felelds a szerkezet

kinyilasaért [34].
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PI(3.4,5)P3

S.4bra: Tks4 allvanyfehérje doménjei. Phox homology domén (PX domén-z6ld), SH3 domén

(narancssarga), Prolin gazdag motivumok (PRM-lila) és rendezetlen régi6 (A kép sajat rajz).

1.6. A Tks4 szerepe a podoszoma és invadopodia kialakulasaban

A podoszémak ¢és az invadopodidk dinamikusan atrendez6dd, aktinban gazdag
membranstruktirdk, amelyeket egyiittesen invadoszomaknak neveziink [35]. Ezek a
képzédmeények képesek kapcsolodni az extracellularis matrixhoz (ECM), és a matrix
podoszémak elsOsorban egészséges sejtekben taldlhatok, példaul makrofagokban,
osteoclastokban, endotélsejtekben, vaszkularis simaizomsejtekben, valamint szerepet jatszanak
az embrionalis fejlddésben is, ahol a ducélc (neural crest) sejtekben fordulhatnak el6 [36]. Ezzel
szemben az invadopddidk foként tumoros sejtekben megjelend struktirak. Molekularis
felépitésében sok szempontbodl hasonlo a két struktira, de lényegi kiilonbségiik, hogy mig a
podoszomak csak néhany percig maradnak fenn altalaban, addig az invadopodiak orakig is

aktivak maradhatnak. Emellett az invadopodiak mérete nagyobb, mint a podoszomaké [35,37].

A podoszdma és invadopoddia kialakuldsa sordn a sejtek fokalis adhézios kapcsolatot 1étesitenek
az extracellularis matrixszal (ECM), amelyben kulcsszerepet jatszanak az olyan fehérjék, mint
az Src, a fokalis adhézids kindz (FAK) és az integrinek. Az Src fehérje foszforiladlja az
allvanyfehérjéket (Tks4[38] ¢és Tks5 [39]), amelyek ezt kovetden a membranhoz
lokalizalodnak, ahol a PX doménjiik révén a foszfatidil-inozitol-4,5-biszfoszfathoz (PIP2)
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kotédik. Az allvanyfehérjéken keresztiil megtorténik a cortactin helyszinre toborozésa is

(6.4bra). [37].

A sejtstruktaraban, az Osszeszerelddés fazisban az allvanyfehérjék szamos aktin-szabalyozo
fehérjével, példaul az Nck1/2, a Grb2 és az N-WASP fehérjékkel képesek kolcsonhatasba 1€pni,
mig a cortactin olyan fehérjéket is vonz a komplexbe, mint az N-WASP, Arp2/3, WIP és
dynamin, amelyek koziil néhany akar 6sszekotd hidként is szolgalhat a Tks5 és a cortactin
kulcsfontossagu fehérjék kozott (6.abra). A foszforilacios események, kiilondsen a Tks5 és
cortactin foszforilacioja, kritikusak mind az invadopodia és a podoszéma struktirak
kialakulasdban [37]. A cortactin esetében a foszforilaci6 (amit az Src, ERK, vagy PAK enzim
végezhet) meghatarozza, hogy mely partnerfehérjékkel 1€p kapcsolatba. Példaul, a tirozin-
foszforilacid eldsegiti az aktin polimerizacidjat, nem lezart (barbed end) végeinek képzddését
¢s az invadopddia kialakuldsat azaltal, hogy levalik a cofilinrdl, amely gatolja az

podoszéma/invadopddia képzddését [37].

Az érési folyamat soran a Tks4 is bekapcsolddik a komplexbe, és a cortactinnal kdlcsénhatva
koordinaljak bizonyos matrixmetalloproteazok, példaul az MMP-2 és MMP-9 lokalizaciojat, és

elosegitik az MT1-MMP megfeleld lokalizaciojat és elhelyezkedését az invadopddiumok vagy

crer

--------

kimutatta, hogy a Tks4 fontos a podoszoma kialakulasanak folyamataban, ugyanis kisérleteik
alapjan a Tks4 hianyaban a funkcionalis podoszoma kialakuldsa nem megy végbe, hipotézisiik
szerint a Tks4 sziikséges az aktin polimerizacidjanak stabilizalasahoz ebben a struktirdban [38].
Ugyancsak kimutattak, hogy mind a Tks4 vagy Tks5 hidnyaban a human melandéma sejtekben
csokken az invadopodia strukturdk szama [40]. A cortactin és F-actin mellett [37], a Tks4 és
Tks5 is invadopddia markerként kertilt be az irodalmi adatokba [41-44], gyakran hasznaljak az

invadopddia jelenlétének kimutatasara a legkiilonb6zobb kisérleti rendszerekben.
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zavardnak kovetkeztében egyes tumorok progresszidja is felgyorsul [40,46]. A tumorbiologiai
vizsgalatok mellett, a Tks4 podoszoma szervezd funkcidjanak mitkodési zavarait a
szakirodalomban Osszekapcsoltak a korai fejlodés soran fellépd zavarokkal, ami 0j utakat

nyithat a fejlédési rendellenességek megértésében és kezelésében [35,47,48].
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1.7. Tks4 orvosbioldgiai vonatkozasai

Frank-Ter-Haar szindroma (FTHS)

A Tks4 homozigota mutacioja egy ritka, velesziiletett fejlodési rendelleneséghez vezet, a Frank-
Ter Haar szindromahoz. Eddig 40 pacienst azonositottak Frank-Ter-Haar szindrémaéval,
amelybdl 20 beteg esetében mutattak ki Tks4 mutaciot. Ebbdl a 20 péciensbdl 19 esetében
homozigota mutaciot irtak le, és egy esetben pedig heterozigdta mutaciot (ami azt jelenti, hogy
a két allélon eltéré a mutacid) azonositottak [47,49,58,59,50-57]. A mutaciok tobb helyen is
eléfordulhatnak a Tks4 génben, példdul a PX doménben, vagy a masodik és harmadik SH3
domén kozott jelennek meg, illetve eléfordulhat olyan delécidés esemény, amelynek hatdsara
nem-teljes hosszusagu fehérje jon létre a 13.exon delécioja miatt, illetve olyan eseményt is
leirtak, ahol az egész gén delécigja tortént meg [59]. A mutaciok okozhatnak stop kodonokat a
szekvencidban, illetve kereteltolodast is, igy funkcionalis fehérje nem jon létre. A FTHS-ben
¢érintett csaladokban dokumentalt vérrokonsag all fenn, amit bizonyit az is, hogy a beteg
gyerekekben mindkét allélon ugyanazt a mutacidt azonositottak. Két paciens esetében nem
fedeztek fel vérrokonsdgot: egy marokkoi csalddnél [58] és egy ormény csaladnal [59]. Az
ormény csaladnal azonban (hasonldan vérrokonsagban 1év6 csalddoknal) homozigdta mutéciot
azonositottak, valdsziniileg azért, mivel ugyanazon kis etnikai csoportbdl szarmaznak [59]. A
marokkoi csaladbol sziiletett kisgyermeknél azonositottdk eddig az egyetlen heterozigdta
mutaciés mintazatot [58]. Az ¢érintett gyermekek tiinetei kozé tartoznak a koponya- €s
csontdeformitdsok (7.abran lathatd): gorbiilt és megrovidiilt csontok, kidiilledd szemek,
fogazati rendelleneségek, valamint szem-(glaukéma) és szivproblémak (billentyli és szeptum
defektusok). Az FTHS-ben szenvedd gyermekek altalaban korai gyermekkorban elhaldloznak

sulyos szivrendelleneségek miatt [32,47].
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7.4bra: Két FTHS beteg esettanulmanya a csontfenotipus bemutatasara (A) Rontgenfelvételek
egy FTHS-ben szenved6 kisgyermekrdl (par honapos), ahol homozigota Tks4 génmutacio (a
két allélon ugyanaz a mutacids mintazat talalhat6) allt fenn. A fels6 kép koponya rontgen kép,
ahol széles eliils6 homlokcsont lathatd. A kozépsé képen a mellkas és a torzs lathatd, ahol
gerincferdiilés azonosithatd. Als6é képen a ldbujjak és ujjak deformitdsa, megrovidiilése
figyelhetd meg (A képek forrasa: [59]). (B) Masik FTHS beteg bemutatasa (2 éves), akinek a

Tks4 heterozigota mutacioja (a két allélon eltéré mutaciés mintazat) volt jelen. A felsé képen a
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koponyafelvételen, hasonloan, mint az A esettanulmany esetében, széles eliils6 homlokcsont
lathat6. A kozépso képen, hasonldan az A esettanulmanyhoz gerincferdiilés figyelheté meg. Az
als6 képen, az als6 végtagok rontgenfelvételén a hosszii csontok gorbiilte és megrovidiilése

lathato (A képek forrasa: [58]).

Erdekes modon a kutatocsoportok altal 1étrehozott Tks4 génhianyos egerek fenotipusa és a
beteg gyermekeken észlelt elvaltozasok jelentds hasonlosagot mutatnak (8.4bra), ami
alatdmasztja, hogy mindkét fajban a Tks4 mutacio az egyediili oka a szindroma kialakulasanak
[47,48,60]. Kutatocsoportunk a Tks4-KO egeriinket felhaszndlva kimutatta, hogy a Tks4-nek
fontos szerepe van a zsir és csontirdnyu sejtdifferenciacios folyamatokban [32]. A Tks4-KO
egérmodell vizsgalata arra is rdmutatott, hogy Tks4 hidnydban a csont szerkezet eltér az
egészségestol, csontritkuldshoz hasonld csont architektura valtozasok kisérik, amit egy Tks4-
KO egér csont CT vizsgalataval meg is erdsitett csoportunk egy torok csoporttal kooperacioban
(8B abra) [61]. Azonban jelenleg a Tks4 mutacié hatdsdnak pontos molekularis mechanizmusa
még nincs teljes mértékben felderitve, csak irodalmi adatok alapjan feltételezziik, hogy az
oszteoblasztok eldalakjaiként is funkcionalé mezenchimalis dssejtek (MSCk) csokkent
differenciacids képessége okozhatja az FTHS csontfenotipust. A folyamat jobb megértését
segithetné, egy in vitro human Tks4-KO embrionalis Ossejtvonal, amely modellezné a Tks4-

mutacio altal kivaltott megvaltozott sejtdifferenciacios mechanizmusokat.
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A WT Tksd-KO

Tks4-KO

8.abra: FTHS egér modell. (A) A vad (WT) és Tks4-KO egér 6sszehasonlitasa, ahol a Tks4-
KO egér lathatdan kisebb, mint az ugyanannyi idés WT parja (A kép forrasa: [60]). (B) 3D CT
képek, a 8 honapos WT ¢és Tks4-KO egér combcesontjardl (femur), amely sordn a Tks4-KO
egerekben egy csontritkuldshoz hasonld csont architektirat figyelhetiink meg (A kép forrasa:
[61]). (C) 2 honapos egerekrdl késziilt rontgenfelvételek, ahol a Tks4-KO egérnél
gerincferdiilés lathatd, hasonléan mint az FTHS betegeknél (A kép forrasa: [47]).

Tks4 szerepe a kiillonboz6 raktipusokban

A tudomanyos koztudatban tumorbiologiai szempontbol a Tks4 fehérjének a raksejtek
invadopodia képzésben betdltstt szervezd, stabilizald szerepe a legelfogadottabb. En is erre
tértem ki leginkdbb a bevezetésben. A Tks4 funkcioit régdta kutaté Sara Courtneidge laborja is
szamos cikkében a Tks4 invadopddia-képzd, sejtmotilitast szabalyozd szerepét vizsgalta és
emelte ki [37,45]. Legutobb, még lizuka és kutatocsoportja is kimutatta, hogy a Tks4-nek fontos
szerepe lehet melanoma progresszioban, valosziniileg az invadopodia formacion keresztiil, amit

in vivo kisérletekkel is bizonyitottak [40]. Azonban kutatcsoportunk irta le el6szor, hogy a
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Tks4-nek az EMT-szerti folyamatok kialakitasaban is szerepe van. Szeder et al. egy Tks4
hianyos vastagbélraksejtvonalat (HCT116) allitott eld, és a Tks4-KO sejtek fenotipizalasa soran
kideriilt, hogy a megvaltozott sejtek motilitasi tulajdonsagain tul, epitelialis és mezenchimalis
marker expresszios kiilonbségek is kialakultak Tks4 kiiités hatasara. O vetette fel el6szor, hogy
a Tks4 tobb, mint invadopodia marker fehérje, mint ahogy az irodalomban ez széles korben
elterjedt [62]. Tovabb vizsgalva ezt a jelenséget Tantos Agnes csoportja is igazolta, hogy a Tks4
kiiités megvaltozott transzkriptdmhoz vezetett nemcsak a fehérje kddol6 mRNS-ek szintjén, de
a hosszi nem-kédoldé RNS-ek (IncRNS) csoportjaban is, ugyanis bemutattak, hogy szdmos
tumor progresszioban résztvevd mRNS ¢€s IncRNS szintje megvaltozott a Tks4-KO
vastagbélrak sejtekben a vad tipusu sejtekhez képest [63]. Szekvenaldsi vizsgélat tehat
bizonyitotta a Tks4 tobbrétii, az EMT folyamatat befolyasolé funkcidjat az invadopodia képzd
funkciojan tul [63]. Kurilla Anitdval dolgoztunk egyiitt annak megértése céljabol, hogy a Tks4
milyen utvonalakon keresztiil képes az EMT-szerli folyamatokat befolyasolni. 2023-ban
kozoltik is azt a (géncsendesitéses és overexpresszids kisérleteken alapuld) munkénkat,
melyben bemutatjuk, hogy a Tks4-CD2AP kapcsolatnak Iehet irdnyito szerepe a vastagbalrakos
sejtek EMT folyamataiban [64]. Ezen munkékkal parhuzamosan elindult a Tks4 biomarkerként
val6 hasznositasanak a kutatdsa mas kutatocsoportok altal is. Példaul Zhu és mtsai kimutattak,
hogy a Tks4 magas expresszidja biomarkerként szolgalhat gyomorrak esetén, és hogy a Tks4

rrrrrrrr

kulcsszerepet jatszhat a sejtek migraciojanak, proliferacidjanak, az immunsejtek
markerként valo felhasznalhatdsagat hepatocelluldris karcinoméaban Kui és mtsai vetették fel,
mivel a Tks4 gén kifejezddése ebben a daganattipusban megemelkedik és kimutattdk, hogy a
Tks4 magasabb expresszidja a rosszabb tuléléssel korreldl [66]. Felmeriilt tehat
munkacsoportunkban, hogy ha a Tks4 tobb, mint egy invadopddia organizalo allvanyfehérje,
¢és az EMT folyamatara is hatdssal van, vajon akkor az eddig nem vizsgélt tumorok esetén is
kimutathat6-e az EMT-szerli megvaltozott fenotipus Tks4 kiiités hatasara. Tovabba, hogy
magas vagy alacsony Tks4 expresszio jelenik-e meg a kiilonb6z6 tumorok progresszidja soran?
Erdemes lenne-e biomarker iranyt felhasznalhatosdg szempontjabol is megvizsgalni a Tks4-et

mas, epidemioldgialag jelentds tumortipus esetén is?

Ezen a gondolatmeneten elindulva, érdeklddésiink a tiidétumorok felé fordult. Zhang és mtsa
kimutatta, hogy a tiidérak egyik megeldz6 allapotaban a kronikus obstruktiv tiidébetegségben
(COPD) a Tks4 egyike a kdzponti szignalizacids (hub) géneknek, melynek szintje megvaltozik

a betegség soran [67]. Tovabba a tiidordk esetében mar kimutatott szerepe van az EMT
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folyamatdnak [22-27], a megnovekedett EMT marker expresszi6 rosszabb progndzissal
korrelalt tiidérakos esetekben [68]. Osszefoglalva tehat hipotézisiink szerint a Tks4-nek lehet
szerepe a tiidordkos EMT folyamatok szabalyozasaban és érdemes megvizsgalni, hogy

biomarkerként is felhasznalhatd-e tidGtumorok azonositasara.

1.8. Lehetoségek a Tks4 interakcios vizsgalatahoz

Az allvanyfehérjék altalanossagban molekularis kapcsolokként mikddnek a sejten beliili
jeltovabbité rendszerekben. Azaltal, hogy képesek megkdtni tovabbi fehérjéket melyek
kiilonbozo szignalizacios kaszkddokhoz tartozhatnak, jel erdsité vagy jel gyengitd lépések
torténnek a fizikai 6sszekapcsolodas/molekuléris kozelség hatasara. A Tks4 allvanyfehérje
doménszerkezete (SH3 domének és prolin gazdag régiok) lehetévé teszi, hogy mas
allvanyfehérjékkel is 6sszekapcsolddjon, ezaltal még tobb fehérje-fehérje interakcio j6jjon l1étre
lokalisan a membran alatti régidban. Ugyanakkor partnerfehérjéi lehetnek a jeltovabbitas végso
kimenetelét is befolydsold effektor faktorok/fehérjék, melyek a Tks4-hez asszocialva
aktivalodhatnak, kindzokkal/foszfatdzokkal 1étesithetnek kapcsolatot vagy az aktin szdlakhoz
kotodhetnek. Ennek a szovevényes jeltovabbitast kozvetitd halozatnak a feltérképezéshez az
interaktomikai modszertanat lehet segitségiil hivni. A hagyomanyos interaktomika legtobbszor
kvalitativ betekintést nyQjt a szignalizdcidos halézatok egy-egy pontjdba, felfedve a
csomopontokat és a fehérje-fehérje kapcsolatokban résztvevd kritikus komponenseket. A Tks4
koré szervezO0dd bioldgiai halonak a szerkezete még nincs felderitve, pedig allvanyfehérje
szerepe mar régota ismert. Az interaktomika 0j eszkozei lehetdvé teszik, hogy a Tks4
kozéppontu -akar betegségekhez is kothetd - halozati elemeknek, vagyis a Tks4

partnerfehérjéknek a vizsgalatat elvégezziik.

A szignalizacos 1épések nem-kovalens, sokszor tranziens kapcsolatokon keresztiil valosulnak
meg, melyekrdl “pillanat képeket” kaphatunk, ha az aktualis fehérje-fehérje kdlcsonhatasokat
kimutatjuk. Ilyen modszer példaul az immunprecipitacié [69]. IP-vel a célfehérjét, jelen esetben
a Tks4-et ellenanyaggal fedett Sepharose gyongyokkel elkiilonithetjiik a sejtek lizdtumabol. Ha
a nem-tultermeltetett, endogén Tks4-et ilyenkor megvizsgaljuk, akkor az [P mintaban a Tks4
még egyiitt van a vele komplexet képezd természetes partnerfehérjéivel. Ezt az éllapotot
kihasznélva, elkiildhetjiik a Tks4-IP mintat tomegspektrometrids mérésre, hogy a Tks4-el
interakcidban 1évo fehérjék listajat kimutassuk [70]. A Tks4-1P minta 6sszetétele megmutatja,
hogy milyen fehérjék allnak kozvetlen vagy kozvetett kapcsolatban a Tks4-gyel. Ahhoz, hogy

az MS modszerrel mért Tks4-gyel valo interakcidt bizonyitsuk is, a Tks4-IP mintat Western blot
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technikaval is megvizsgaljuk. Az MS mintakban azonositott partnerek jelenlétét validalhatjuk
partnerfehérje-specifikus ellenanyagok hasznéalatdval. Masik megkozelités az interakcio
jelenlétének kimutatdsara az in situ sejtben valo két fehérje kozelségének kimutatasa. Lehet egy
példa ilyen tipust mddszerre a Duolink Proximity Ligation Assay (PLA)[71], mely soran két
elsddleges ellenanyagot hasznalunk a fixalt sejteken: az egyik ellenanyag altalaban nyulban
termeltetetett és specifikus a Tks4-re, a masik ellenanyag altaldban egérben termeltetett és
specifikus az MS mérésben azonositott 0j partner fehérjére. A méasodlagos ellenanyagok (anti-
nyul és anti-egér) fluoreszcens DNS szallal jeloltek, melyek csak akkor kapcsolddnak dssze és
adnak jelet, ha a két masodlagos ellenanyag <40 nm tavolsagra van. Ennek a modszernek az
elénye, hogy a fixalt és egy komplexben 1év6 fehérjék nem mosoddnak le, szemben a IP-WB

modszerrel, ahol a mosasi 1épések mind eltavolithatjak a kotOpartnereket.

Molekularis szinten is vizsgalhatjuk a két fehérje kapcsolatat és predikcidkat tehetiink az
interakcids felszinekre, mivel az AlfaFold fejlédésével egyre pontosabban tudjuk a fehérjék
szerkezetét modellezni. Rendelkezésiinkre allnak adatbazisok is, ahol a mar ismert kotd
motivumok, rovid konzervalt linearis szekvencidk vizsgéalhatok az egész proteomban [72,73].
Ezekben az adatbazisokban kereshetiink azzal a céllal, hogy a partnermolekuldkban a kotési

felszint beazonositsuk és a kapcsolatot felderitsiik az interakciés motivumok megkeresésével.

Mivel ilyen iranyu kisérleteket még nem végeztek Tks4 fehérjén ezért munkam sorén a
rendelkezésre all6 proteomikai modszereket felhasznaltam a Tks4 koré formalodo interakcids

halozat feltérképezéséhez.
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2. Célkitiizések

A doktori munkdm célja az volt, hogy feltarjam, hogyan hatarozza meg a Tks4 allvanyfehérje
a jelatviteli folyamatokat normal és daganatos sejtekben, valamint annak vizsgalata, hogy
milyen szerepet jatszik a Tks4 az EMT folyamataban, mely alapvetd jelentoséggel bir mind az

embrionalis fejlddésben, mind a tumorbioldgidban.
Célok (9.abra):

- Egy Tks4-hianyos embrionalis dssejt modell 1étrehozésa, a Tks4 fehérje huméan embrionalis
fejlédésben betoltott szerepének ¢€és a Frank-Ter Haar szindroma molekuléris
mechanizmusainak feltarasahoz

- Tks4 allvanyfehérje szerepének vizsgélata tumoros sejtekben egy Tks4-hidnyos in vitro
tiildétumor modell segitségével

- EMT folyamat tanulmanyozasa az eldallitott Tks4-KO sejtvonalakban, normal és
tiidétumoros sejtekben

- Az EMT mechanizmusanak pontosabb megértése ¢érdekében a Tks4-kdzéppontu
molekularis halozat feltérképezése ¢és eddig még nem ismert Tks4 partnerfehérjék
azonositasa

- A Tks4 expresszios szintjének vizsgalata tiidétumoros esetekben, hogy felderitsiik a Tks4

biomarkerként val6 alkalmazasanak lehetdségeit

FTHS

y % //

EMT Tks4 { Tadétumor

Uj
partnerek
?

9. abra: Célkitlizéseim: a Tks4 szerepének atfogd vizsgalata.
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3. Anyagok és modszerek

Ebben fejezetben a doktori kutatasom altal alkalmazott médszereket mutatom be. Azokat a
kisérleteket, amelyeket egyediil végeztem egyesszam elsd személyben irtam, ahol a
kutatécsoport tagjainak segitségével végeztik a kisérletet azt tobbesszammal jeloltem.
Amennyiben a kutatocsoporton kiviili személy segitett az adott személy neve feltlintetésre

kerilt.

3.1. Sejtkulturak

A vad és Tks4-KO HUES9 sejtvonalakat a HUN-REN, TTK Humén Pluripotens Ossejt
Laboratériumaban tenyésztette Dr. Apati Agota csoportja. A vad tipusat HUES9 embrionalis
Ossejtvonalat (Douglas Melton (HHMI) bocsatotta rendelkezésiinkre) az etikai
jovahagyasoknak megfeleléen kezeltek (HuES9 NIH jovahagyis NIHhESC-09-0022 és
Egészségiigyi Kutatasi Tanacs, Human Reprodukcios Bizottsag Magyarorszagon (Egészségiigyi
Tudomanyos Tandcs, Humdn Reprodukcios Bizottsag, ETT HRB) jovahagyasi szdm:
6681/2012-EHR. HUESY9). A vad HUESD sejtvonalat és az ebbdl eldallitott Tks4-KO HUES9
sejtvonalakat Matrigél (Corning, Corning, NY, USA) bevonatu flaskakban tenyésztették
mTeSR1 médiummal (Stemcell Technologies, Vancouver, Kanada), és Accutase (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) segitségével passzaltak. A sejteket kariotipizalasra
kiildték UD-GenoMed Medical-hoz.

A vad tipust A549 human tiid6 adenokarcindma sejtvonalat (Sziits David csoportjatél /HUN-
REN, TTK Genomstabilitds Kutatocsoport/ kaptuk) és az ebbdl 1étrehozott Tks4-KO sejteket
F12K médiummal tartottam fent, amely 10% FBS-t és 0.5% Penicillint (10 000 units)
/Streptomycint (10 mg) (Merck, Sigma-Aldrich, Cat.: P0781) tartalmazott és TrypLE oldattal
(ThermoFisher Scientific, Gibco, Cat.: 12605028) passzaltam. A vad tipust és Tks4-KO A549
sejtvonalak DNS profiljat short tandem repeat (STR) marker analizissel ellendriztem a
Microsynth AG labor segitségével. Az alacsony (3%) oxigén koncentracids kisérlethez a
sejteket hipoxids kamraba helyeztem, ahol 3 napon at inkubaltam ket és ezek utdn RNS-t €s

fehérjét izolaltam késdbbi RT-qPCR és Western blot kisérletekhez.

A tdmegspektrometriai interakcios analizishez az A549 sejtek mellett, HCT116, MCF7, HPAC
¢s N87 sejteket hasznaltunk, amelyeket csak az analizis idején tenyésztettiink. A HCT116
vastagbélrak sejtvonalat MCoys’SA médiumba (Thermofisher Scientific, Gibco, Cat.:
26600023), az MCF7 emlorak sejtvonalat DMEM médiumba (Thermofisher Scientific, Gibco,
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Cat.: 11960085), a HPAC hasnyalmirigyrak sejtvonalat DMEM/F12 médiumba (Thermofisher
Scientific, Gibco, Cat.:31330095), az N87 gyomorrak sejtvonalat RPMI 1640 médiumba
(Thermofisher Scientific, Gibco, Cat.: 72400054) tartottuk fent 100 mm petri csészén. Minden
médiumot 10% FBS-sel (Thermofisher Scientific, Gibco, Cat.: 16000044) és 0,5% Penicillin
(10 000 egység) /Streptomicinnel (10 mg) (Merck, Sigma-Aldrich, Cat.: P0781) egészitettliink
ki és a sejteket 37°C-on és 5% CO2 mellett tenyésztettiik sejttenyésztd inkubatorban.

Az IP-WB, ICC ¢és PLA mérésekhez az A549 mellett, két masik tiidordkos sejtvonalat
hasznaltam: HOP-92 (human tiidé6 nem kissejtes karcinoma) ¢s NCI-H460 (human tiido
nagysejtes  karcindbma). A sejtvonalakat  Firedi Andrds (HUN-REN, TTK
Gyogyszerrezisztencia Kutatdcsoport) bocsatotta rendelkezésiinkre. A kisérletek rovid idejére
a HOP-92, NCI-460 sejtvonalakat 37°C-on, 5% CO: mellett sejttenyésztd inkubatorban
tenyésztettem, és RPMI 1640 médiumot (Thermofisher Scientific, Gibco, Cat.: 72400054)
hasznaltam, amelyet 10% FBS-sel (Thermofisher Scientific, Gibco, Cat.: 16000044) és 0,5%
Penicillin (10 000 egység) /Streptomicinnel (10 mg) (Merck, Sigma-Aldrich, Cat.: P0781)

egészitettem ki.

3.2. Tks4-KO sejtvonalak létrehozasa CRISPR-Cas9 modszerrel
A vad tipusi  HUES9 sejteket pCMV-Cas9-GFP_SH3PXD2B (Sigma-Aldrich) Amaxa
Nucleofector A-23 programjaval és a Human Stem Cell Nucleofector™ Kit (Lonza, Basel,
Svajc) segitségével transzfektalta Dr. Apati Agota kutatdcsoportja. A sejteket ezutan Matrigél
bevonatu plateken mTeSR1 médidban tartottdk fent. Két nappal a nukleofekci6é utan a GFP-
pozitiv sejteket fluoreszcencia-aktivalt sejt szortoldssal (Attune FACSARIA III sorter)

véalogattak egy 96 well plate-re; 1 GFP+ sejt /well egysejt klonozas céljabol.

A vad tipusu A549 sejteket pPCMV-Cas9-GFP_SH3PXD2B (Sigma-Aldrich) transzfektaltam
FUGENE transzfekcids reagenssel (Promega, Cat.: E2311). 24 6rat kovetden a GFP-pozitiv
sejteket szortoltuk fluoreszcencia-aktivalt sejt szortoldssal majd wellenként egy sejtet
valogattunk ki egy 96 well plate egy wellébe. A fluoreszcencia-aktivalt sejt szortolast (FACS)
Dr. Varadi Gyorgy segitségével végeztik a HUN-REN, TTK Aramlasi Citometria

Laboratoriumaban.

Ezekutan mind az A549 ¢és HUESO sejteket a 96-well platen tenyésztettiik, amikor megfeleld
konfluenciat elértek (legaldbb 40-50%), akkor a sejtekbdl genomialis DNS-t izolaltam
genotipizalds céljabol Phire Tissue Direct PCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific) kittel.

Mindkét sejtvonal esetében tobb mint, 20 klont sikertilt felszaporitanom. A guide RNS teriiletét
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lefedd szakaszt Tks4-specifikus primerekkel felamplifikdltam PCR-rel, majd 1%-os agardz
gélen ellendriztem a potencialisan modositott DNS szakaszt, amely 1400 bp koriili savot adott
a gélen. Ahhoz, hogy a Tks4-KO klénokat kivalogassam a kovetkezd 1épésben a felamplifikalt
PCR terméket T7 endonukleaz esszével ellenoriztem. A T7 endonukleaz abban az esetben hasit,
ha mismatch tortént a nukleotid sorrendben, tehat ha a Cas9 enzim hasitott és tévesen random
nukleotid(ok) épiilt(ek) be vagy ha delécio tortént a szekvencidban, ilyenkor a T7 endonukledz
kiilonb6z6 méretii fragmenteket eredményez a vad tipusu szekvencidhoz hasonlitva. Az
esetiinkben az ampfilikalt régi6 (1400 bp) kozepén talalhaté a Cas9 hasitohely igy, ha
modosulés tortént a nukleotid sorrendben 700 bp koriil latunk az agar6z gélen savot. Azokat a
klonokat, amelyek 700 bp koriili savot adtak lehetséges Tks4-KO klonoknak azonositottam.
Ezeket tovabb ellendriztem Sanger szekvenalassal is. Ehhez a klonokbdl genomi DNS-t
izolaltam, majd PCR-rel felamplifikaltam azt a szakaszt, amely a Cas9 hasitohelyet tartalmazta,
ezt pBluescript II SK (+) plazmidba klénoztam. A plazmidokat Escherichia coli DH5alpha
baktériumba transzformaltam, és a baktérium koloniakat kék fehér szelekcioval azonositottam,
ahol a fehér szinli kolonidk tartalmaztdk a plazmidunkat. A plazmid DNS-t a
GenElute™Plasmid Miniprep Kittel (Sigma-Aldrich) izolaltam, és elkiildtem szekvenalésra,
majd a kapott szekvencidkat SnapGene szoftverrel analizdltam. A referencia Tks4 szekvenciat
az NCBI GenBankbol toltéttem 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 fehérje hianyat Western blottal (WB) és
immuncitokémiaval (ICC) is megerdsitettem. A Tks4-KO sejtek létrehozasdnak és

validalasanak Iépései a 10.abran lathato.

Sejtek elektroporalasa/ Szortolas Klonalis

transzfektalasa FACS expanzié -
pCMV-Cas9-2A-GFP —5 PCRésT7
plazmiddal endonukledz
r me, esszé
BT aanlen ¥
U6-GRNA:CMV-Cas9-2A-GFP Plazmidba

—» kldnozés és
szekvenalds

—
" H

m‘\ }
Klénok genotipizalasa

@ ‘ Western blot és
Mas sejtek  GFP+ immuncitokémia
sejtek

10.abra: Tks4-KO sejtek létrehozasanak folyamata CRISPR-Cas9 modszerrel. Az abra a
Biorender.com 4ltal késziilt.
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Dr. Apati Agota csoportja segitségével. A pluripotens ssejteket egér embrionalis fibroblaszt
sejteken tenyésztették (ezek ugynevezett feeder sejtek, tamogatjak a pluripotens &ssejtek
novekedését, osztddasat) mTeSR1 médiumban. Sejtpasszalas sordn, kollagenaz segitségével
szedték fel a sejteket a plate-r6l, mert a kollagenaz eldsegiti, hogy a kialakult sejtcsomok egytitt
maradjanak, amely fontos Iépés az embrioid testecske (EB) képzdodéséhez. Ezeket a
sejtcsomokat athelyezték egy alacsony kotddési tulajdonsagu (ultra-low attachment) plate-re
borju szérumot tartalmazé médiumban, hogy a sejtcsomdk szuszpenzioban embrioid
testecskévé (EB) alakuljanak és elinduljon a spontdn differencidci6. Ebben a stddiumban
kiilonb6zé méretli sejtcsomdk jonnek 1étre. Ahhoz, hogy teszteljiik, hogy a sejtek képesek-e
mindharom csiralemez irdnyaba differencialodo sejteket 1étrehozni, 6 nap utan kivalasztottak a
legnagyobb atmérdjii EB-ket. A kisérlet soran 30-30 darab EB-t valasztottak ki a vad tipust és
a Tks4 kiiitott sejtvonalakbol is, majd zselatin bevonati plate-re helyezték dket, ahol 6 nap alatt
tovabb differencidlédtak. A Tks4 fehérje szintjét ezalatt a folyamat alatt monitoroztam
(3.napon, 6.napon). A csiralemez markerek expresszios szintjét pedig a differenciacié utan
vizsgaltam (a kitapasztast koveto 6.nap utdn). Az ilyen tipusi mérési modszerek igen vagy nem
valaszt adnak, arra a kérdésre, hogy egy-egy marker megjelenik vagy nem a differenciaco soran.
Statisztikai modszereket nem érdemes alkalmazni, mivel a spontdn differenciacido soran
megjelend kiillonbozo sejttipusok érettsége €s aranya EB-r6l EB-re valtozhat, igy a bioldgiai
szOras nagyon nagy. A modszer annak megvalaszolasara szolgél, hogy a sejtek pluripotensek
maradtak-e a genetikai modositas utan és képesek-e egyaltalan a differenciaciora. Ahhoz, hogy
a differenciacios képesség mértékét és igy statisztikailag szignifikans eltéréseket tudjunk mérni,
egy-egy specifikus sejtiranyba kell eltolni a differenciaciét megfeleld novekedési faktorok,
extracellularis matrixok ¢és kismolekuldk hasznalataval. Akkor a sejtvonal specifikus
elkotelezOdést indukald médium hatasara adott sejtdifferenciacio mértéke mar kvantifikalhato

lenne.

3.4. HUESY sejtek mezenchimalis 6ssejt differenciacios folyamata

.....

Laboratoriumaban tortént Dr. Apati Agota csoportja segitségével. A differenciacios folyamat
soran az EB-ket a 6.napon zselatinnal bevont plate-re keriiltek és 10% FBS-t tartalmaz6 DMEM

médiumra valtottak. Majd 19 nap utén a sejteket passzaltak tripszinnel és 15% FBS-t tartalmazo
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DMEM médiumban tenyészették tovabb. 12 nap mulva ismét tripszinnel passzaltak a sejteket.
Végiil, amikor morfoldgiailag homogén és kiteriil6 sejteket lattak, akkor a mezenchimalis
sejtekre jellemz6 markereket (CD73, CD44, CD90) megmérték aramlasi citométerrel (FACS)
Dr. Varadi Gyorgy segitségével a HUN-REN, TTK Aramlasi Citometria Laboratoriumaban (az

alkalmazott ellenanyagok tipusa ¢€s higitasa a fiiggelék 2.tablazataban talalhato).

3.5. Sejtlizatum preparalas és fehérje koncentracié mérés

A sejteket 100 mm atmérdjii Petri csészén tenyésztettem, amikor elérték a megfeleld
konfluenciat akkor a sejteket lizis 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-foszfat, 10 mM
benzamidin, 1 mM fenilmetil-szulfonil-fluorid, valamint egyenként 25 ug/ml leupeptin, szoja
tripszin inhibitor és aprotinin) felkapartam hideg DPBS mosas utdn. A kovetkezd 1épésben a
centrifugalassal (20 800 rpm, 10 perc, 4°C) a sejttormelékeket eltavolitottam a fehérje
lizatumbol. A fehérje koncentracidot Lowry reagenssel (750 nm-en) és microplate olvasédval
mértem BSA higitasi sor segitségével. A gélelektroforézishez a fehérje lizdtumokhoz 4x
mintapuffert (4x, 0,2 M Tris, 0,277 M SDS, 40% (V/V) glicerin, 0,588 M p-merkaptoetanol,
0,05 M EDTA, 1,19 mM bromfenol-kék desztillalt vizben) adtam és 100°C-on 5 percig
inkubaltam, majd jégre tettem. A tovabbi fel nem haszndlt fehérje lizatumot -80°C-on, a 4x

mintapufferrel bekevert mintdkat pedig -20°C-on téroltam.

3.6. Western blot

A Western blot soran a 10%-os stain-free gélekre (Biorad, TGX Stain Free FastCast Acrylamid
Kit, Cat.: 1610183) egyenld mennyiségli fehérje mintdkat vittem fel (20 png). Az SDS
poliakrilamid  gélelektroforézist (SDS-PAGE) 160 V-on 45 percig futtattam
szobahOmeérsekelten. A gélelektroforézis utan a stain-free géleket Chemidoc segitségével
ellendriztem, hogy a fehérjéket egyenlé mennyiségben vittem-e fel, és a futds mindségét is
ellendriztem. A fehérje mintdkat ezutan a gélekrdl nitrocellul6z membranra transzferaltam vagy
300 mA-on 1 ¢6ra alatt 4°C-on. A membranokat 1 oraig blokkoltam 5% sovany tejport
tartalmazo PBS oldatban szobahdmérsékelten, majd egy éjszakdn at 4°C -on inkubdltam a
megfeleld elsddleges ellenanyaggal, amelyet 0,4% Tween20-at tartalmazé 1%-os tejpor
tartalmti PBS-ben higitottam. A legtobb membrant szétvagtam molsuly marker segitségével az
elsddleges ellenanyag hibridizacioja eldtt, hogy egyszerre tobb fehérjét is tudjak tesztelni. A

kovetkezd 1épésben a membranokat haromszor mostam 0,4% Tween20-at tartalmazo 1%-os

29



tejpor tartalmtt PBS oldattal 5 percig szobahdmérsékelten. Ezekutan (egér vagy nyal) HRP
konjugalt masodlagos ellenanyagot adtam a membranokhoz, és 1 6ran at szobahdmérsékleten
inkubaltam. A kovetkezd 1épésben a végsd mosasok kovetkeztek (3 mosas, 10 perc
szobahdmeérsekleten, 0,4% Tween20-at tartalmazo 1%-os tejpor tartalmia PBS oldattal). Az
eléhivas eldtt 5 percig PBS-ben mostam a membranokat szobahdmérsékleten. Az el6hivas ECL
reagenssel tortént és Chemidoc és/vagy rontgen detekcios késziilékkel fényérzékeny filmekkel
vizualizaltam a savokat. A loading kontroll minden esetben alfa-tubulin volt. Az alkalmazott

ellenanyagok listaja és higitasa a fliggelék 2.tdblazatdban talalhato.

3.7. Immuncitokémia és Konfokalis mikroszkopia

A sejteket 12-well ibidi kamrakra (eltavolithato szilikon falakkal) ndvesztettem 5000 sejt/lyuk
koncentracioban. Amikor a sejtek elérték a kivant konfluenciat (kb. 24-48 ora utan), akkor
DBPS mosas utan 4% paraformaldehiddel fixaltam a sejteket 15 percig szobahdmérsékleten. A
kovetkezd 1épésben permeabilizalas kovetkezett: 0,1% Triton X tartalmu PBS oldattal 10 percig
szobahdmérsékelten. A blokkolas soran 1 6ran at inkubaltam a sejteket szobahdmérsékelten 2%
BSA-t tartalmaz6 PBS oldatban. A megfeleld elsddleges ellenanyagot egy ¢éjszakan at
inkubaltam a sejtekkel 4°C-on, majd haromszori 5 perces mosas utan, hozzdadtam a megfeleld
masodlagos ellenanyagot, amellyel 1 oOrdn at tortént szobahdmérsékleten az inkubalas.
Ezekutan haromszori 5 perces mosas kovetkezett, majd a sejtmagokat DAPI festékkel festettem
10 percig szobahdmérsékelten. A kdvetkezdkben egy végsé PBS mosas utan a szilikon falakat
egy csipesz segitségével eltavolitottam ¢és feddlemezzel, valamint FluorSave mounting
médiummal fedtem le a targylemezt. A detektalas Zeiss LSM-710 konfokalis mikroszkoppal
végeztem 20x,40x, vagy 63x objektivval. A képeket Image J vagy Zen Blue 3.2 szoftverrel
analizaltam. Az alkalmazott ellenanyagok/festékek listdja, és higitasa a fliggelék 2.tablazataban

talalhato.

3.8. Sejtalak kvantifikacio

A sejtek alakjanak mennyiségi meghatarozasahoz és statisztikai méréséhez az A549 WT és a
két A549 Tks4-KO sejtvonalon a formafaktor-analizist alkalmaztam. A kovetkezd egyenlet
hatarozza meg a formafaktort (FF): FF = 4n[teriilet]/[keriilet]” segitségével 0 és 1 kdzotti értéket
kaphatunk, ahol a minél inkabb kor alaku sejtformat az 1-hez kozelebbi értékek jelzik [74]. Az
alak és a sejtarchitektura valtozasainak megfigyeléséhez falloidinnal, F-aktint jelold festékkel

festettem meg a sejteket. Ezutan megmértem a sejtek teriiletét és kertiletét, majd a két érték
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aranyat meghataroztam. Ehhez sejttipusonként 55 képet (110 sejtet) elemeztem Image J

segitségével, amelyeket 8 megismételt kisérletbdl generaltam.

3.9. Invadopoédia vizsgalat és kolokalizaciés koefficiens szamitas

Az invadopoddia mennyiségi meghatarozédsa manualisan tortént az A549 sejteken. Az F-aktin és
cortactin kolokalizacidja 4altal megjelend narancssargds pontszerii képzédmények az
invadopodidk, amelyek a sejtek szélein, citoplazmajaban helyezkednek el. Az F-aktin és
cortactin dupla festést gyakran hasznaljak invadopddia meghatarozasra, mivel ezek az
invadopddia kulcs épitdelemei [37]. A kisérletben 60 sejtet vizsgaltam meg sejttipusonként,

amelyek soran egyenként leszamoltam az invadopodidk szamat.

Ezenkiviil a cortactin és az F-aktin fehérjék kolokalizacios egyiitthatojat az Image J

EzColocalization plugin segitségével szamoltam ki.

3.10. Proximity Ligaciés Esszé (PLA)

Ahhoz, hogy megerdsitsem a Tks4-CAPZA1 kapcsolatat Duolink® Proximity Ligacids esszét
(Merck, Sigma-Aldrich, Cat.: DU0O92008, DU092004, DU092002, DUO82049) hasznaltam.
Az esszét a gyarto instrukcidi alapjan végeztem el (11.4bra). E16szor a sejteket levehetd szilikon
falu 12-well ibidi kamraba tenyésztettem 5000 sejt/lyuk koncentracioban. A sejteket 4%
paraformaldehiddel fixaltam 15 percig szobahdmérsékleten. DPBS mosasi 1épés utan a sejteket
permeabilizaltam 0,1% Triton-X tartalmi DPBS-ben 10 percig szobahdmérsékleten. A
permeabilizaciot kovetden a sejteket blokkoltam blokkol6 oldattal 1 o6ran at
szobahdmérsékleten. Mivel egy protein-protein interakcidt mutatunk ki, igy ebben az esszében
két elsddleges ellenanyagot hasznéltam a két target proteinre egyszerre, amelynél fontos, hogy
az egyik nyulban, a masik pedig egy egérben termeltetett ellenanyag legyen Tks4 nyul
ellenanyag (Lanyi és kutatdcsoportja altal 1étrehozott ellenanyag [75]), a CAPZA1 pedig egér
ellenanyag (Santa Cruz: sc-374302) volt a kisérletben. Ezekkel az ellenanyagokkal egy
¢jszakan at inkubaltam a sejteket 4°C-on, illetve a negativ kontrollok esetében elsddleges
ellenanyag nélkiil inkubaltam a sejteket. A kovetkezd nap a PLA probédkat adtam hozza a
sejtekhez: anti-nyul (PLA plusz proba) a nytlban termeltetett elsddleges ellenanyaghoz, mig az
anti-egér ellenanyag (PLA minusz proba) pedig az egérben termeltettet ellenanyaghoz kotddik,
amelyeket 1 o6raig 37°C-on inkubaltam. A kétféle méasodlagos ellenanyagra egy szala DNS volt
kotve, ha az ellenanyagok kikotddve kozel helyezkednek el egymashoz, akkor az egyszalu

DNS-ek 6sszekapcsolddnak a komplementer probakkal. Ezekutan a komplementer DNS szalak
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ligacioja kovetkezett 37°C-on 30 percig. Majd ezt kovette az amplifikacios 1épés 37°C-on 100
percig, amely soran a fluoreszcens probak a kész szalakhoz hibridizalnak. A végsé mosasok
utan a sejtek magjat DAPI sejtmag festékkel (Thermofisher Scientific, Cat.: 62248) festettem
¢s FluorSave mounting médiummal (Merck, Millipore, Cat.: 345789) fedtem le a targylemezt.
Képeket Zeiss LSM 710 segitségével készitettem 63x nagyitassal (random 10 mezo6t fotéztam
minden esetben). A Duolink® PLA essz¢ lehet6vé teszi két protein interakcidjanak kimutatasat
sejten beliil mivel, ha megfeleld kozelségben vannak (kevesebb mint, ~40 nm), akkor pirosan

vilagito pottyok jelzik a fizikalis interakciot.

PLA probak Az bsszekdtd DNS "Rolling circular” TP
( és ) szalak a PLA gérdiilé-kér alapd PCR Fluoreszcir;s::ijze;g:ggl|go pébak
az 1° antitesthez kotédnek prébakhoz kidtédnek amplifikacié DNS polimerazzal )
DNS olige DNS szal Fluoreszcens

prébék

2° antitest }PLA proba

"N
o~ =X

1° antitest

Fluoreszcens jel ]
a sejthen

11.abra: A proximity ligacios essz¢ (PLA) folyamata. Az dbra a Biorender.com segitségével
késziilt.

3.11. Total RNS izolalas, RT-qPCR

TRIzol reagenssel (Life Technologies, ambion, Cat:15596026) és Direct-zol™ RNA Miniprep
Kit-tel (Zymo Research, Cat.:. R2052) a gyart6 instrukcioi alapjan total RNS-t izolaltam a
sejtekbdl. Az RNS koncentraciot Nanodrop spektrofotométerrel hatdroztam meg. A cDNS
szintézishez 300 ng total RNS-t és ,,First strand cDNA synthesis kit for RT- PCR” mixet (Merck,
Roche, Cat.: 11483188001) hasznaltam. A qPCR mérésekhez Tagman hidrolizis probakat vagy
gén specifikus primer parokat hasznaltam. A probak esetén a TagMan™ Fast Advanced Master
Mix-et (Thermofisher Scientific, Cat.: 4444557), a gén specifikus primerek esetében a
SyberGreen master mix-et (Thermofisher Scientific, Cat.: 4368577) hasznaltam. Az A549
sejtek esetében a GAPDH volt a housekeeping gén, mig HUES9 sejtek esetében RPLPO-t
hasznaltam housekeeping génként és 222 modszert alkalmaztam a relativ expresszids szintek

szamitasdhoz. A PCR méréseket Applied Biosystem Quantstudio (5 vagy 6 pro) vagy StepOne
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PCR késziilékeken végeztem. A fliggelék 3.tdbldzata tartalmazza a PhD dolgozatban

alkalmazott primerek és probak, reagensek listajat, szekvenciajat.

3.12. Wound healing esszé

Ehhez a kisérlethez wound healing inzertet tartalmazo 24-well platet (ibidi, Cat.: 80242)
hasznéltam. Minden lyuk szilikon fallal elvalasztott 2 db 70 ul végtérfogatua kompartmentet
tartalmazott, amikbe belendvesztettem a sejteket. A szilikon fal hozta Iétre a ,,sebet” a
sejtrétegben, miutan ezt eltavolitottam. Minden kompartmentbe 66 000 sejtet tettem ki 70 ul
tapfolyadékba. Egy éjszakan 4t tartd inkubacid utdn a médiumot lecseréltem szérum mentes
médiumra €s még egy éjszakan at inkubaltam igy a sejteket. A kovetkezd nap a sejtek elérték a
konfluenciat, igy a szilikon falat egy steril csipesszel eltavolitottam. A welleket DPBS-sel
mostam, majd a lyukak egy részéhez 2% FBS F12K médiumot adtam, a masik részéhez a 2%
FBS F12K médiumhoz 50 ng/ml EGF kezelést adtam. A sejtmigraciot 24 6ran 4t monitoroztam
15 percenkénti felvételekkel JuLl stage real-time live cell imaging rendszerrel 4x objektivvel
lyukanként 2 mez6 fotézasaval. A kinyert képeket Image J-vel analizaltam a Wound Healing

Size Tool pluginnal.

3.13. TissueScan tiildétumor cDNS Array

A Tks4 génexpresszidjat megvizsgaltam tiiddtumorokban, amelyhez egy kereskedelmi
forgalomban kaphat6 cDNS array-t vasaroltunk (TissueScan Lung Cancer cDNA Array III
(Origene, Cat.: HLRT103)). A méréseket hasonloan végeztem el, mint az idézett cikkekben
[76,77]. Az array tartalmazott 48 kiilonb6z6 cDNS mintat: amelybdl 8 normal €s 40 kiilonb6z6
stadiumu tiidé tumoros minta (Stadiumok: IA n=6, IB n=6, IIA n=3, IIB=8, IIIA=5, IIIB=5,
IV=7). A gyarté minden lyukba el6toltotte egy-egy beteg vagy egészséges szovetbdl szarmazo
cDNS mintat, én pedig Tks4 és a GAPDH Tagman probakkal lemértem az adott mintdban az
expresszios szinteket. Az Origene, mint gyartd szerezte be az etikai engedélyeket a human
mintdk feldolgozasahoz, és rendelkezésiinkre bocsatotta anonim modon a mintakhoz tartozo
beteg informaciokat (fiiggelék 4.tiblazat). A relativ expresszios szintek kiszamitasdhoz a 2 44t
modszert alkalmaztam, amit a RT-qPCR részben emlitettem és GAPDH-t hasznaltam héztartési

(housekeeping) génként.
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3.14. Proteome Profiler Human Pluripotens dssejt Array

15 differencialédasi markerfehérje expresszios szintjének egyideji mérésére egy
membranalapu antitest array-t (R&D system, ARY010) hasznaltam és a gyartod instrukcioit
kovettem. Ebben az esetben a 15 kiilonb6zé antitest a membranhoz volt kotve, majd a
sejtlizatumokat adtam hozza a membranhoz. Az array minden sziikséges puffert és a
masodlagos ellenanyagot is tartalmazta (Streptavidin-HRP ellenanyag). A kemilumineszcens
jelet Chemidoc rendszerrel (BioRad) detektaltam. A pixel denzitds meghatarozasara az ImageJ

szoftvert hasznaltam az array kézikonyvének megfelelden.

3.15. Sejtproliferacios mérések

A HUESY sejteknél Biirker kamrat és a Vi-Cell XR automatizalt sejtszamlald késziiléket
hasznaltunk a sejtek szamolasara Dr. Apati Agota csoportjaval. 4 napon at kovettiik a sejtek

proliferacidjat és az igy kapott adatokat az 1. napra normalizaltuk és dbrazoltuk.

crer

(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 protokolljat kovettem: elészor
MTT-labelling reagenst adtam a wellekhez, ezt kdvetden a platet 4 6ran at 37 °C-on, 5% CO»-
t tartalmazo sejtinkubdtorban tartottam. Az inkubacids i1d6 letelte utan szolubilizacids puffert
adtam a sejtekhez, és a platet egy ¢jszakan at inkubaltam. Masnap abszorbanciadt mértem 600
nm-en, illetve 700 nm-en, ami a referencia hulldmhosszusagot jelentette mikroplate
leolvasoval. A sejtek szamat 24 6rdn, 48 6ran és 72 Oran at hataroztam meg az abszorbancia

mérések alapjan.

3.16. Immunprecipitacio (IP)

Elséként sejtlizist végeztem az Ossz-fehérjepreparacidhoz kiilonbozo sejtekbdl (HCT116,
MCF7, A549, HPAC, N87, HOP-92, NCI-H460, HUES9). Ezutan Protein Sepharose A
gyongyoket (Sigma-Aldrich, Cat.: P9424) pipettaztam 1,5 ml-es csovekbe, majd a gyongyoket
centrifugaltam és haromszor mostam hideg DPBS-sel (4°C, 20 800 x g, 10 perc). A mosasokat
kovetden a Tks4 antitestet és a sejtlizdtumokat kiilon-kiilon adtam a gyongyokhdz. Az oldatokat
ezutan 1 Oran at vagy egy ¢jszakan at forgattuk 4°C-on, hogy az antitest-fehérje kotddés
létrejohessen. A forgatdsi 1€pés utdn a gyongyoket négyszer mostam 0,1%-os TritonX PBS

oldattal (mosasok kozott 1 perc, 7600 x g centrifugalast alkalmaztunk). Az utolsd6 mosasi 1épést

34



kovetden a gyongyoket Gjra szuszpendaltam 2x mintapufferben, majd a cséveket 5 percig
100°C-on forraltam a fehérjék denaturalasa érdekében (12.abra). Ezt kdovetden vagy Western

blotot végeztem vagy a gélbdl kivagott savokat tomegspektrometrai analizisre kiildtem.

3.17. Tomegspektrometriai mérés (MS)

A sejtlizis, IP és az SDS-PAGE utén a gélt Coomassie-kékkel festettem meg a fehérjék lathatéva
tételéhez. Ezutan a megfeleld savokat kivagtam a gélbdl a molekulatomeg-tartomanyuk alapjan
(10-25 kDa, 25-50 kDa, 50-100 kDa, 100-300 kDa). Ezeket a gélszeleteket elkiildtem az UD-
GenoMed Medical Genomic Technologies Kft-nek (Debrecen, Magyarorszag)
tomegspektrometrids elemzésre (12.4bra). Negativ kontrollként az IP gyongyoket (ellenanyag

nélkiil) a sejtlizdtumokkal inkubaltam.

Az 6t sejtvonal MS-méréseibdl kapott eredményeket a Scaffold viewer szoftver segitségével
elemeztiik. A fehérje kiiszobértéket 99%-ra, a minimalis peptidszamot kettore, a false discovery
rate-t (FDR) pedig 0,1%-ra éllitottuk be az IP-mintdkban jelen 1évé fehérjék sziirése és

azonositasa érdekében.
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12.4bra: A Tks4-IP-MS folyamata. Az édbra a Biorender.com segitségével késziilt.

3.18. A potencialis kotohelyek azonositasa Tks4 és CAPZ kozott

A potencidlis kotéhelyek azonositasa Tks4 és CAPZA1 kozott Dr. Pancsa Rita segitségével
tortént. A Tks4 és a CAPZ heterodimer kozott egy lehetséges rovid linearis motivum (SLiM)
altal kozvetitett kolcsonhatast kerestiink. Bar a Tks4 négy SH3 doménnel rendelkezik,
specifikus felismerési motivumaikat még nem irtdk le. Az SH3 domének azonban altalaban
prolinban gazdag motivumokat kotnek meg rendezetlen régiokban, a CAPZ pedig nem

rendelkezik rendezetlen régiokkal, és eddig nem irtdk le, hogy kolcsonhatasba 1épne SH3
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doménekkel. Masrészrél viszont ismert, hogy a CAPZ regulatorok kolcsonhatasba 1épnek a

crer

adatbazis annotalt (http://elm.eu.org/elms/LIG_ActinCP_CPI 1) [72]. Az adott motivumot

meglehetésen hosszii és Osszetett, az ismert CAPZ kolcsonhatasi partnerek kotodései
(alignment) alapjan késziilt, €s mind univerzalisan konzervalt, mind fehérjecsalad-specifikus
aminosavakat tartalmaz poziciospecifikus modon [78]. A kereséshez a CPI motivumot
analizéltuk és az univerzalisan konzervalt aminosavakat megtartottuk, de a fehérje-
csaladspecifikus poziciokat kihagytuk a reguléris kifejezésbol, igy a kovetkezo CPI
motivummintat kaptuk: (L.....R[PAVT][KRH]["DEN].{1,5}((R.)|(.[RK]))..[PAS] ; ahol .
barmelyik aminosavat jelenti, a szogletes zardjelben 1évé aminosavak mind elfogadhatoak egy
adott pozicidban, a szogletes zarojelben 1€évo ~-vel jelolt aminosavak nem elfogadhatdak az
adott pozicioban, a szogletes zardjelben 1évé szdmok pedig azt a tartomanyt jelzik, hogy az

el6zd pozicidban 1évo rész hanyszor fordulhat eld.

Ezt a motivumot a SLiMSearch4 webszerverben kerestiik az egész proteomban és megtalaltuk
a human Tks4-ben is. A SLiMSearch4 alapértelmezett beallitasokkal keres, pontoz és rangsorol
egy adott (regularis kifejezésként megadott) motivummintat egy-egy kivalasztott fehérjében
[73]. A Tks4 ugyanolyan magas pontszamot ért el, mint az ismert CAPZ-partnerek; a Tks4
L636-0s pozicidjatol kezd6ddé CPI-szerii motivum a 11. helyen szerepelt a humén proteombol
vett interakcios partner listaban, ami azt jelenti, hogy a Tks4 nagy eséllyel egy CAPZ-t kotd
fehérje.

3.19. Adatbazis analizisek

Tks4 génexpressziojanak vizsgalata tildétumorban

Ahhoz, hogy megvizsgaljam a Tks4 génexpresszidjat nem kissejtes tiiddtumorokban (NSCLC):
tiidé adenokarcindmaban (LUAD) és tiid6é laphadmsejtes karcindoma (LUSC) a GEPIA2
(http://gepia2.cancer-pku.cn/#index) adatbazist alkalmaztam. A cut-off értéket a medianok
alapjan hataroztam meg, a p-érték: 0,001 és a LOG2FC cut-off értéke: 0,6 volt. A talélési

analizist is a GEPIA2 segitségével végeztem el.

Protein-protein interakcios analizis

A fehérje-fehérje interakciok elemzését a STRING adatbazis segitségével végeztem el

(https://string-db.org/). A 0,40 feletti interakcios pontszammal rendelkezd interakcidkat vettem
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figyelembe a ,,text mining” eredmények kizarasaval. Ezt az elemzést kisérletes és mar publikalt
adatokkal, valamint sajat Tks4-partner azonositasi eredményeink adataival egészitettiik ki a

Tks4-hez kapcsolodo relevans fehérje kolesonhatasok halozatba illesztésének érdekében.

3.20. Statisztikai analizis

A statisztikai elemzést a GraphPad Prism 10 szoftverrel végeztiik. A statisztikai szignifikancia
meghatarozasdhoz nem parositott Student t-tesztet vagy ANOVA-t hasznaltunk Tukey post hoc
teszttel. A Tks4 expresszios szint biomarker szerepére ROC-gorbe elemzést végeztem. A
statisztikai szignifikancidt p < 0,05 vagy p < 0,001 értéken hataroztam meg, és a p-értékeket az

abrakon csillaggal jeloltem.

3.21. Adatok elérhetésége

A doktorihoz kapcsolodo kutatdsomban nyilt hozzaférésti adatokat hasznaltam. A referencia
(WT) Tks4 szekvenciat az NCBI GenBankbol 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 molekuldk fehérje-fehérje kolcsonhatas elemzésének adatait a String adatbazisbol
(https://string-db.org/) nyertem ki. A Tks4 expresszids szintjét az embrionalis szovetekben az

EMBL-EBI-Expression Atlas (https://www.ebi.ac.uk/gxa/home) adatbdzisabol toltottem le.

A Tks4-IP-MS elemzés adatkészlete a fliggelék 5. tablazatban talalhatd (ezen adatok nyers
valtozata a bioRxiv preprint repositoryban talalhato, accession
number:10.1101/2023.01.13.523903). A Tks4 (SH3PXD2B) mRNS expresszids elemzése tiido
adenokarcinoma (LUAD) és tiid6 laphdmsejtes karcinoma (LUSC) betegeknél a GEPIA 2
adatbazisbol (http://gepia2.cancer-pku.cn/#index) szarmaznak. A Tks4 génexpresszio
prognosztikai elemzését a tiidorakos betegek teljes tulélésére vonatkozoan a GEPIA 2 adatbazis

(http://gepia2.cancer-pku.cn/#index) segitségével vizsgaltam.

A CD2AP ¢és a CAPZ heterodimer (PDB ID: 3AA6, https://www.rcsb.org/structure/3AA6),
valamint a CKIP és a CAPZ heterodimer (PDB ID: 3AAL,
https://www.rcsb.org/structure/3AA1) kristalyszerkezetét a Protein Data Bank (PDB)
RCSB.org adatbazisabol (https://www.rcsb.org/) nyertem ki. A Tks4 ¢és a CAPZ kozotti
potencialis kotéhelyek azonositasat a SLiMSearch 4

(http://slim.icr.ac.uk/slimsearch/index.php) segitségével elemeztiik Dr. Pancsa Ritaval.
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4. Eredmények
Tks4 szerepének vizsgalata embrionalis 6ssejtek biologiajaban
4.1. Tks4 hianyos embrionalis dssejtvonalak létrehozasa

Hogy fényt deritsiink a Tks4 embrionalis dssejtbiologiaban betoltott szerepére, eldszor lekértem
az EMBL-EBI-Expression Atlas (https://www.ebi.ac.uk/gxa’/home) adatbazisdban elérhetd
adatokat, hogy megtudjam a Tks4 expresszios szintjét egyes embriondlis szovetekben, ezek
alapjan megallapitottuk a Tks4 kifejezddik embriondlis korban (13.4bra)[79-81].
Kivalasztottuk az Intézetiinkben is elérhetd HUES9 hESC sejtvonalat a tovabbi vizsgélatokhoz,
¢és laborunkban is validaltam, hogy a vad tipust HUESY sejtek kifejezik a Tks4-et. Az
immuncitokémiai elemzés kimutatta, hogy a HUESY sejtek expresszaljak a Tks4 fehérjét, és
hogy a Tks4 jelen volt a sejtek spontan differencialodasa soran (14A éabra). Tovabbiakban a
HUES?Y sejtekben a Tks4 human embrionélis dssejtekben betdltott szerepét vizsgaljuk a Tks4
gén (SH3PXD2B) CRISPR/Cas9 rendszerrel torténd kiiitésével.

Transzkript per millio

(TPM)
Bélsejtek, disztalis bél= 80
Hats6agy =
Eléagy 60
Here=
Proximalis bél= 40
Vese=
Petefészek -
etefésze 20
Sziv=
Maj~
I 0

magzati stadium =

4 héttel a fogantatas utan -
5 héttel a fogantatas utan =
6 héttel a fogantatas utan =
7 héttel a fogantatas utan =
8 héttel a fogantatas utan =
9 héttel a fogantatas utan =
10 héttel a fogantatas utan =
11 héttel a fogantatas utan =
12 héttel a fogantatas utan =
13 héttel a fogantatas utan =
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18 héttel a fogantatas utan =
19 héttel a fogantatas utan =

13.abra: A Tks4 expressziojanak szintje az embrionalis fejlddés soran a kiilonb6zd szervekben.
Minél sotétebb a szin anndl magasabb a Tks4 expresszioja az adott szervben (szOvettipusban).
Az é4bra az EMBL-EBI-Expression Atlas adatbdzisaban elérheté adatok alapjan [79-81] a
GraphPad Prism10 szoftverben késziilt.
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Az SH3PXD2B 2. exonjadban mutaciokat hoztam Iétre, és a genetikai valtozésokat
szekvenalassal igazoltam (14B abra). Két Tks4-KO HUESO klont allitottam eld, ahol inzercios-
delécids eseményeken keresztiil tortént meg az SH3PXD2B gén kiiitése, amelyek mindkét
allélban stop kodonokat eredményeztek. A homozigdta Tks4-KO klonok mellett két
SH3PXD2B heterozigota HUES9 klont is l1étrehoztam. A heterozigota HUES9 klonokban a
szekvenciaelemzések a Cas9 vagasi hely melletti inzercids-delécidés mutaciét mutattak ki az
egyik allélben, mig a mésik allél érintetlen maradt. A Tks4 hianyat a HUES9 homozigota Tks4-
KO klonokban, illetve a Tks4 alacsonyabb expresszidjat a HUES9 heterozigota Tks4-KO
klonokban western blottal (WB) (14C abra) ¢s immuncitokémiaval (ICC) validaltam (14D

abra).

WT: WT-EB: WT-EB:
0.nap 6+3 nap 6+6 nap

Tks4-KO 1 (KO/KO)
allél 1: 9 bp delécié & GT inzercié

GTCTACATCATCCGGGTCA e GTGGCTCCACCGAGGCCATTTACCGGCGCTACAGCAAGTT
allél 2: 8 bp delécio Tksd- Tksd- Tksd- Tks4-
GTCTACATCATCCGGG T rmmmsCAGCGGCTCCACCGAGGCCATTTACCGGCGCTACAGCAAGTT WT .
heteroz.2 KO2  heteroz.1 KO1

Tks4-KO 2 (KO/KO)
allél 1: 7 bp delécioé
GTCTACATCATCCGrmmes TGGTCCAGCGGCTCCACCGAGGCCATTTACCGGCGCTACAGCAAGTT < Tks4
allele 2: 8 bp delécié & missense muticié — 130 kDa
GTCTACATCATCOGGET G CAGTGGCTCCACCGAGGCCATTTACCGGCGCTACAGCAAGTT

Tksd-heteroz. 1 (vad tipus/KO) Tubulin
médosult allél: 14 bp inzercié & missense muticié - 55 kDa
GTCTACATCATACATCATCCGGGTCTACATCAACGTGGTCCAGTGGCTCCACCGAGGCCATTTA

CCGGCGCTACAGCAAGTT

Tksd-heteroz. 2 (vad tipus/KO)
maodosult allél: delécid, inzercid, misssense mutacié
GTCTACATCATCCGGGTCEAGTGGETCC At CCGAGGCCATTTACCGGCGCTACAGCAAGTT
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D Tksd-KO 1 Tksd-KO 2

wT

Tks4-heteroz. 1 Tks4-heteroz. 2

ksd

T}
Sejtmag

4

Tks
Sejtmag

14.4bra: Tks4-hianyos HUESO sejtek eldallitasa. (A) Reprezentativ konfokalis képek, amelyek
a Tks4 immunfestését mutatjdk a vad tipusu HUESO sejtek spontan differencidlodésa soran (3
idépontban) az embrioid testecske (EB) képzddés révén. (B) Az SH3PXD2B gén 2. exonjanak
szekvencidja a két tjonnan létrehozott homozigdota mutalt (KO/KO) ¢€s a két heterozigota

(WT/KO) HUESY klonban. A mutans nukleotidok sargan vannak jeldlve a szekvenalt allél

két Tks4-KO klonban és a két heterozigota klonban, a WT sejtekkel dsszehasonlitva (jelolés:
Tks4 - z61d, sejtmag - kék (DAPI)).

Ezekutdan Dr. Apati Agota csoportja segitségével ellendriztik a HUES9 WT és
homo/heterozigdta Tks4-KO sejtvonalak kromoszéma allomanyat, és a kariogram eredményei
azt mutattak, hogy a sejtek kromoszoma allomanya nem valtozott meg a Tks4 kiiitést kovetden
a vad tipusu sejtvonalhoz hasonlitva (15A abra). Valamint, a Tks4 hidnya nem okoz jelentds
morfologiai valtozdsokat a HUESY sejtekben (15B abra), €s nem valtoztatja meg a Tks4-KO

mutans klonok proliferacios képességét (15C éabra).
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15.abra: A Tks4 génkiiités utan a HUES9 klonok karakterizalasa. (A) A HUESY sejtvonalak
G-savos citogenetikai elemzése, amely megerdsiti a normal kariotipust. (B) Reprezentativ
fénymikroszkopos képek, amelyek azt mutatjadk, hogy a sejtvonalak megtartjdk a human
embrionalis dssejtre (ESC) jellemz6é morfologiat. (C) Proliferacios mérések WT ¢és Tks4-KO

klonokban.

4.2. A Tks4-KO HUES9 sejtek megtartjak pluripotens tulajdonsagaikat

Ezutan arra voltunk kivancsiak, hogy a Tks4 mutacioja vezet-e megvaltozott pluripotenciahoz.
Igy aramlasi citometridval az SSEA-4 pluripotencia markert vizsgaltuk meg Dr. Apati Agota
csoportjaval, és az eredmények azt mutattdk, hogy az 6sszes mutans klon tobb mint 95%-o0s
pozitivitast mutatott az SSEA-4 pluripotencia markerre (16A 4bra). Valamint
immuncitokémiaval is vizsgaltak egyéb pluripotencia markereket is: Nanog és Oct4, amelyre a
klénok pozitivak voltak (16B abra). Ezek alapjan elmondhato, hogy a homo/heterozigdta Tks4-
KO HUESO9 klonok hasonl6 pluripotens fenotipust mutattak, mint a WT sejtek.
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] PWI " | JNI\ ‘ l x ;‘| Il
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Sejtmag Nanog Oct4 Merge

Tks4-KO 1

Tks4-KO 2

Tks4-heteroz. 1

Tks4-heteroz. 2

16.4abra: A l1étrehozott homozigdta és heterozigota Tks4-KO HUESO sejtek pluripotencidjanak
jellemzése. (A) A homo/heterozigbta Tks4-KO sejtek SSEA4-expresszidjat dramlasi
citometriaval elemeztiik. Negativ kontrollként izotipus kontrollokat hasznaltunk. (PE
Phycoeritrin jelzés szintjét jeloli az dbrakon). (B) ICC festés, amely Oct4 (piros) és Nanog
(z6ld) expresszidjat mutatja a sejtekben. A sejtmagokat DAPI-val (kék) festettiik meg (20x

nagyitas).
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4.3. Tks4-KO sejtek spontan differencialodasi potencialjanak vizsgalata

A kisérletek a TTK Human Pluripotens Ossejt Laboratériumaban torténtek Dr. Apati Agota
csoportja segitségével. A létrehozott Tks4-KO sejtek spontan differencialodasi potencialjat is
megvizsgaltuk az embrioid testecske (EB) képzési tulajdonsdgaikat tesztelve. A pluripotens
Ossejteket egér fibroblaszt sejteken tartottak fent koloniak képzése céljabol 2 passzazsig, majd
6 napig ultra-alacsony kotddésti plateken tartottdk dket, hogy EB-ket képezzenek. Az Gsszes
vizsgalt sejtvonal EB-ket képzett. A 7. napon az EB-ket zselatinnal bevont feliiletre passzaltak
tovabbi 6 napra. A sejtkulturakban a spontan differencialédasi folyamat nyomon kdvetésére RT-
qPCR segitségét hasznaltak. Igy kimutattuk, hogy a Nanog pluripotencia marker lecsokkent a
6+6 napos differencialtatas utdn. Megallapitottuk, hogy tobb csiralemez marker, mint az
ektoderm marker PAX6 jelentésen megndvekedett és NESTIN expresszié kis mértékben
emelkedett. A mezodermalis markerek koziil a Brachyury és GATA4 szintje megemelkedett a
WT és az egyik Tks4-KO sejt kultaraban, de nem volt detektalhaté a méasodik Tks4-KO kultara
az EB formécio soran kivéve a masodik Tks4-KO klont (17A ébra). A heterozigéta differencialt
klénok szintén csokkent Nanog expressziot mutattak, és az Osszes vizsgalt csiralemez markert
is kifejezték (17B abra). A differencialt sejtpopulacidoban a hdrom csiralemez rétegbdl szdrmazo
sejtek jelenlétének kimutatasara a 12. napon a fixalt mintakat megfestették p-IlI-tubulinra (az
ektoderm marker), SMA-ra (mezoderm marker), AFP-re (endoderm marker) és BMP4-re
(mez/endoderm marker) (17E 4bra). Az immuncitokémiai elemzések eredményei azt mutattak,
hogy a homo/heterozigota Tks4-KO HUES9 klonokban a WT sejtekhez hasonléan minden
egyes csiralemez marker jelen volt, kivéve a Tks4-KO 2 klont, ahol az AFP fehérje alacsonyabb
szinten volt jelen. Eredményeink arra utalnak, hogy a Tks4 csokkent expresszidja a heterozigdta
sejtekben €s a Tks4 hidnya jelentdsen nem befolyéasolja az alapvetd csiralemezek kialakulasat,
eltérést csak az egyik Tks4-KO sejtkultura egy endodermalis (AFP) marker és egy

mezodermalis marker (Brachyury) expresszidjaban figyeltiink csak meg.

Korabbi kutatdsunkban felfedeztiik, hogy a Tks4 hianya egy vastagbélrakos sejtvonalban
(HCT116) megvaltozott fenotipust eredményez, és a Tks4-KO HCT116 sejtekben epitelialis-
mezenchimalis d&tmenethez (EMT) hasonl6 folyamatot indukal [62]. Annak vizsgalatara, hogy
a Tks4 hidnya nemcsak a rakos sejtekben, hanem az embrionalis dssejtekben is befolyasolja-e
az EMT-t, ami az embrionalis fejlodés egyik kulcs folyamata, megmértem a Fibronectin (Fnl),
Snail és Twist EMT markerek expresszios szintjét (17CD éabra). Az eredmények azt mutattak,
hogy a spontan differencidlodasi folyamat soran ezeknek a markereknek az expresszios szintje
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dramaian megndtt; ugyanakkor nem észleltem expresszids szintkiilonbséget a WT sejtek és a

homo/heterozigdta Tks4-KO embrionalis dssejtklonok kozott.
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17. abra: Spontan differencidcos kisérletek eredményei. A pluripotencidval kapcsolatos Nanog
¢s a differencidcioval kapcsolatos PAX6, alfa-fetoprotein (AFP), Brachyury (BRY), GATA4 és
NESTIN gének expresszidos szintjét RT-qPCR segitségével vizsgaltuk a spontan
differencialodas hatékonysaganak felmérésére Tks4-KO (A) és Tks4 heterozigota klonokban
(B). Azokban az esetekben, ahol nincs eredmény az oszlopdiagrammon, az azt jelenti, hogy a
mérés abban a sejttipusban nem mutatott expressziot az adott mRNS-re. A génexpressziot az
RPLPO héztartasi génre normalizaltuk. (C-D) Az EMT-vel kapcsolatos markerek (Fibronectin
(Fnl), Snail, Snai2, Twist) expresszios szintje az eredeti dssejtvonalban (0. nap), illetve a
spontéan differencialt sejtekben (a differencialédas 6+6. napja). (E) A WT sejtek és a Tks4-KO
sejtek mindharom csiralemezrétegbe torténd differencialodasi potencialjanak vizsgéalata ICC
segitségével a spontan differencidlodas utan: B-IlI-tubulin (az ektoderm marker), SMA
(mezoderm marker), AFP (endoderm marker) és BMP4 (mez/endoderm marker). A sejtmagokat

DAPI-val (kék) festettiik.

4.4. A Tks4-KO HUES9 sejtek differencialodasa mezenchimalis 6ssejtekké (MSC)

Mar kordbbi kutatdsokban vizsgaltdk, hogy a Tks4 szerepet jatszik az egér csontveld
mezenchimalis 6ssejtek (MSCk) differencidlodasaban, és a Tks4 muticidja csokkent
osteoblaszt és adipocita iranyu differenciaciot eredményez [60]. Annak vizsgalatara, hogy a
Tks4-nek van-e hatdsa a human embriondlis Ossejtekbdl differencialtatott MSC jellegii
sejtekben is, WT sejteket ¢s Tks4-KO HUES9 klonokat MSC sejtekké differencialtatott Dr.
Apati Agota kutatocsoportja (a korabban ebben a publikacioban [82] leirtak szerint). A
differencialédds 6 hete alatt mind a WT, mind a Tks4-KO HUES9 sejtek MSC-szerti
sejtmorfologiat mutattak (18A abra). Aramlasi citometriaval ellendrizték a mezenchimalis
Ossejtekre jellemz6é markereket (CD90, CD73, CD44), valamint pluripotencia marker (TRA-1-
81) és hematopoetikus Ossejt/sejt markereket hidnyat is (CD34, CD133, CD45). Az eredmények
alapjan mindegyik sejttipus expresszalta az MSC markereket (18B 4bra), tovabba a
pluripotencia marker és hematopoetikus Ossejt/sejt markerekre a sejtek MSC fenotipusnak
megfeleld negativ eredményt mutattak (18C dabra). Ezekutdn Western blot segitségével
vizsgaltam az EMT markerek (Vimentin és Fibronectin) expresszidjat a pluripotens és a
mezenchimalis Ossejtekben és azt tapasztaltam, hogy a Vimentin és Fibronectin expresszioja
hasonlé mértékli az MSC sejtekben, fiiggetleniil a Tks4 jelenlététdl vagy hianyatol (18D éabra),
illetve ezzel is igazoltuk, hogy a pluripotens dssejtekbdl sikeresen differencialddott MSC sejtek

jottek 1étre, mivel megjelentek az EMT markerek.
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18.abra: A HUESY sejtbdl differencialtatott Tks4-KO MSC jellegli sejtek jellemzése. (A)
Reprezentativ fénymikroszkdpos képek a generalt MSC sejtekrdl, amelyek megnyult MSC-
szerli morfoldgiat mutatnak (méretaranyos sav 75 pm). (B) A WT MSC és a két Tks4-KO MSC
klon mezenchimalis 6ssejtekre jellemzé markereket (CD90, CD73, CD44) bemutatd aramlési
citometrias hisztogramok. (C) A pluripotencia markert (TRA-1-81) és hematopoetikus
Ossejt/sejt markereket (CD34, CD133, CD45) bemutatd hisztogramok. (D) A Vimentin és a
Fibronectin EMT (¢és differencialédasi) markerek WB analizise pluripotens dssejtekben (WT és

Tks4-KO) és a létrehozott MSC (WT és Tks4-KO) sejtvonalakban.

4.5. Tks4 hianyanak funkcionalis vizsgalata a differencialtatott mezenchimalis
ossejtekben

Miutan meggy6zddtem arrol, hogy a Tks4 jelen van a létrehozott WT MSC-szerli sejtekben is
(19A ébra), Proteome Profilier Humén Pluripotens dssejt array-t (R&D Systems, ARY010)
hasznaltam, hogy megvizsgaljam a Tks4 mutacio hatasat a differencialédott MSC sejtekben.
Hotérképen (19B éabra) abrazoltam az eredményeket, hogy egységesen lassuk az dsszes marker
valtozésat a differencialtatott MSCk-ben az eredeti pluripotens embrionalis dssejtekhez képest.
Az abrarol leolvashatd, hogy a HUES9 pluripotens (WT és Tks4-KO) sejtek magas szinten
expresszaltdk az Oct4, Sox2 és Nanog Ossejtmarkereket, de a sejtdifferenciacios fehérjéket nem
expresszaljak a pluripotens természetiiknek megfelelden. A differencialtatott MSC vonalakban
viszont a pluripotencia markerek expresszioja csokkent, és a differenciaciot szabalyozo

fehérjék expresszidja megemelkedett.

Tovabbiakban csak a differencialtatott vad és Tks4 hidnyos sejtek mezenchimalis tulajdonséagait
hasonlitottuk Ossze: altalanossagban elmondhatd, hogy mindkét Tks4-KO MSC-klonban a
klonokban (19BC abra). A mezodermalis markerek (Snail és FoxA?2) expresszios szintjének
csOkkenése a Tks4-KO MSC klonokban arra utal, hogy a Tks4 hidnya esetén az MSC
differencial6das megvaltozhat és kevésbé erdteljes lehet, mint a WT sejtekben. Hasonloképpen,
a csontszovet kialakuldsaban szerepet jatsz6 GATA4 (GATA Binding Protein 4) és GSC
(Homeobox protein goosecoid) transzkripcids faktorok szintje alacsonyabb volt a Tks4-KO
MSC-kben, mint a WT sejtekben, ami tovabb erdsiti azt az hipotézist, hogy a Tks4 hidnya
lassitja a mezenchimalis irdnyu differencialodast [83,84]. Ezek az adatok 6sszhangban vannak
azzal a megfigyeléssel, hogy a Tks4-nek szerepe van a csontszovet-képzOddésben, ami

Osszefligghet az FTHS betegek csontfenotipusaval.
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Erdekes médon az E-cadherin és a Snail szintje alacsonyabb volt a Tks4-KO MSC-kben (19C
abra), ami arra utal, hogy a Tks4 hidnya megvaltoztathatja az EMT folyamatat az MSC-vé
torténd differencialédas soran.

A két Tks4-KO klon nagyon hasonl6 fenotipust mutatott az emlitett differenciacidos markerek
tekintetében, kivéve az endoderm marker AFP expresszios szintjét. A Tks4-KO 2 klén a Tks4-
KO 1 klénhoz és a WT sejtekhez képest csokkent AFP-szintet mutatott, ami 6sszhangban van
a spontan differencialodasi kisérletek soran kapott ICC eredményekkel.

Osszefoglalva, azt feltételezziik, hogy a Tks4-KO MSC sejtek részleges hibrid EMT
fenotipussal rendelkeznek lecsokkent E-cadherin ¢€s transzkripcids faktor expresszios
szintekkel. Tehat a Tks4 hidnya nem blokkolta a mezenchimalis differencidciot az embrionalis
Ossejtekben hiszen példaul a Vimentin és Fibronectin expresszids szintek, valamint maga a
sejtek morfologiaja 1ényegesen nem tért el a Tks4-KO klonokban, de a Tks4-génkiiités lassitotta

a folyamatot, ahogy szamos marker expresszioja nem érte el a vadtipusban mért szinteket.
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19.4bra: Tks4 hidnyanak funkcionalis vizsgalata a mezenchimalis Ossejt irdnyt differencidcio
soran (A) WB, amely a Tks4 jelenlétét mutatja a WT MSC sejtekben és a Tks4-KO MSC
klénokban a Tks4 fehérje hidnyat. (B) Hoétérkép, amely dsszehasonlitja a pluripotens dssejtek
(WT és Tks4-KO) és a generalt MSC (WT és Tks4-KO) sejtek Proteome Profiler Human
Pluripotens 6ssejt array eredményeit. A két Tks4-KO klont kiilon-kiilon mértiik, de a kapott
adatsorokat Osszevontuk, és két fiiggetlen biologiai minta atlagat abrazoltuk. (C) A korai
differencial6dasi markerek (E-cadherin, Snail, FoxA2, GATA4, GSC, AFP) protein szintjeinek
valtozasait kiilon is abrazoltam oszlopdiagrammon ¢s a két Tks4-KO MSC klon eredményeit

szeparaltan is bemutatom.

A heterozigota klonokat kés6bbi felhasznalasra lefagyasztottam, a jelen kisérletsorozatban nem
vizsgaltam tovabb, mert a heterozigota Tks4 mutaciok egérben €s emberben nem okoztak
fenotipikus elvaltozasokat, igy nem modelleztiik tovabb in vitro ezt a genotipust. Ugyanakkor
a heterozigota Tks4 HUES9 sejtvonalak érdekes kiindulasi pontjai lehetnek tovabbi
vizsgalatoknak, ahol a Tks4 redukélt expresszidjanak hatdsat lehetne vizsgalni hESCk

hasznalataval.
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Tks4 szerepe a tumorbiologiaban

4.6. A Tks4 hianyos A549 human tiido adenokarcindoma sejtvonal létrehozasa és
jellemzése

A Tks4 allvanyfehérje felfedezése oOta szamos munka fokuszalt a Tks4 invadopddia és
podoszoéma képzd hatdsara, de arrdl kevés kutatds jelent meg az elmult években (az én
munkammal parhuzamosan), ami a Tks4 tumorbioldgiai EMT szabalyoz6 szerepét is vizsgalta.
Ezek a kutatasok vastagbélrak esetében vizsgaltak, hogy a Tks4 gén kilitése EMT-szeru
fenotipust idéz eld, azonban a Tks4 alacsony expresszidjanak szerepét mas raktipusok EMT-
folyamatdban még nem vizsgaltak. Ezért az én PhD munkam masodik részében egy eddig még
ilyen szempontb6l nem kutatott raktipust, a tiidérakban el6forduldé EMT folyamatat vizsgaltam
Tks4 jelenlétében és hianyaban.

Az A549 tiidérékos sejtvonalat valasztottuk modellnek a Tks4 fehérje EMT-re gyakorolt
hatasanak vizsgalatahoz tiidérdkban. Az A549 sejtek mérhetd mértékben expresszaljak a Tks4-
et és epitelialis fenotipust mutatnak, igy széles korben alkalmazzak oket a tiidérakkutatasban,
¢s idedlisak az EMT vizsgalatara [85,86].

Jellemeztem az A549 sejteket, és a kariogram kimutatta, hogy harom példanyban tartalmazzak
az 5. kromoszémat, kovetkezésképpen harom kiilonbozé SH3PXD2B allélt hordoznak
(fliggelék 1.abra). Ennek érdekében a CRISPR/Cas9 rendszert hasznaltam a Tks4 fehérjét
kodold SH3PXD2B gén kititésére. Kétféle Tks4-knockout (KO) A549-sejtvonalat hoztam létre,
amelyek mindegyike csak az SH3PXD2B 2. exonjaban tartalmazott kiilonb6z6 mutaciokat
(20A ébra). A Sanger-szekvenalds kimutatta, hogy mindkét Tks4-KO A549 klon mindharom
allélban delécios mutaciokat tartalmaz, amelyek leolvasési keret eltolodést (frameshift mutacio)
¢s igy szamos stop kodon megjelenését okoztak a Tks4 fehérje szekvencidjaban. A sejtvonal
SNP autentifikaciods analizise kimutatta, hogy a létrehozott klénok genomjaban az SNP mintazat
megegyezik a vad tipust A549 sejtek DNS-ével (fiiggelék 2.4bra), tehat maga a CRISPR
technika nem okozott off-target elvaltozasokat. A Tks4 fehérje hianyat Western blot (20B é4bra)
és immunocitokémia segitségével igazoltam (20C abra). Megtigyelhetd, hogy a SH3PXD2B
mutacidi nem befolyésoltak a sejtek proliferacios kapacitasat, amit MTT assay bizonyitott (20D
abra); azonban a Tks4-KO A549 klonok morfoldgidja megvaltozott, mivel a sejtek orsoszerii
alakot mutattak (20F d&bra). Ezenkivil az F-aktinnal festett sejteket formafaktor
kvantifikacionak is aldvetettem, ahol az 1-hez kozeli érték kerekebb alakot jelent [74]. A

statisztikai analizis kimutatta, hogy a Tks4-KO klonok jelentdsen alacsonyabb formafaktor
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értékeket mutattak (20E abra), jelezve, hogy a vad tipust sejtek jelentdsen kerekebb alakuak,
mint a Tks4-KO sejtek.

DNS szekvencia (SH3PXD2B 2.exon) kovetkezmény

WT

szekvencia GTCTACATCATCCGGGTCACGTGGTCCAGCGGCTCCACCGA
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Tks4-KO 1 Tks4-KO 2

DAPI-sejtmag

Aktin filamentumok Aktin filamentumok
DAPI-sejtmag

DAPI-sejtmag

Aktin filamentumok

20.abra: Tks4-hianyos A549 human tiid6 adenokarcindéma sejtek jellemzése.

(A) A Tks4-KO klonok DNS-szekvencia-valtozasai (pirossal jelolt delécios események) a
CRISPR-Cas9 genomszerkesztés utan, valamint ezek fehérjeszinti kovetkezményei. A
referencia (WT) Tks4 szekvenciat (NM_001017995.3) az NCBI GenBankbol toltottem le. (B)
A Tks4 hianyanak validalasa a Tks4-KO sejtekben WB segitségével. (C) A Tks4 hianyanak
validélasa a Tks4-KO sejtekben ICC-vel (nagyitas: 40x). (D) A Tks4-KO és a vad tipust sejtek
MTT-teszttel mért proliferativ kapacitasdnak dsszehasonlitasa. (E) A formafaktort 0 és 1 kozotti
értékként adjuk meg, ahol a kor alakt sejtformat az 1-hez kozelebbi értékek jelzik (n=110
konfokalis képek (nagyitds: 63x). A sejtmagok DAPI-val (kék), az aktin filamentumok pedig
falloidinnal (piros) vannak festve. A kisérletet haromszor ismételtem meg, és kisérletenként 6t

véletlenszerli mezot rogzitettem.

4.7. A Tks4 kiiuités hatasa az invadopodiumok kialakulasara és a sejtmigraciora

A Tks4 podoszéma/invadopoddia-képzd szerepét mar szamos sejttipusban megerdsitették, de
tidoraksejtekben még nem. E funkci6 vizsgalatara vad tipusia és Tks4-KO A549
tiildéadenokarcindma sejtekben vizsgaltuk az invadopodia markerek: Tks5 és a cortactin szintjét

¢s lokalizaciojat.
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A WB eredmények azt mutatjak, hogy a Tks4 kiiités nem befolyasolta a Tks5 és a cortactin
fehérje expresszios szintjét (21 AB abra). Ezt kovetden a sejteket F-aktinnal egyiitt festettem
meg a Tks5 (21D 4abra), illetve a cortactin esetében (21E abra), és kiszamitottam a Pearson’s
kolokalizéacios koefficienst (21 CF abra). A Tks5/F-aktin festés esetében a kolokalizacio eleve
alacsony volt a vad tipusu A549 sejtekben, és nem volt kimutathato jelentds csokkenés a Tks4-
KO klonokban (21C abra). Ezzel szemben a cortactin/F-aktin festddés Pearson-koefficiense
magas volt a vad tipust sejtekben, és jelentdsen csokkent a Tks4-KO1 sejtekben (21F é4bra).
Ezen eredmények alapjan mivel a cortactin és az F-aktin egyiittesen széles korben hasznalt
markere az invadopodia struktiraknak, ezeket hasznaltam fel az invadopodidk specifikus
azonositasara és kvantifikacidjara a sejtekben [37,87-89]. A membran koriili és citoplazmaban
1év6, cortactin és F-aktin kettds festédésiti, kor/gytiri alaka, pontszeri struktardkat
szamszerlsitettem sejtenként €s igy az invadopodiak szamat abrazoltam. A koraktin/F-aktin
pozitiv fokuszok/pontok elemzése azt mutatja, hogy az invadopodia struktiurak szama mindkét

Tks4-KO sejtben csokkent (21G abra).
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21.4bra: A Tks4 delécid hatasa a tiidordksejtek invadopodia képzddésére. WB analizis a Tks5
(A) és a cortactin (B) esetében. A C panel az F-aktin és a Tks5 Pearson’s-féle kolokalizacios
egyiitthatgjat abrazolja. (D) A Tks5 és az F-aktin ICC festése (konfokalis képek, nagyitas: 63x)
(E) A kulcsfontossagu invadopodia-markerek, az F-aktin (piros) és a cortactin (z06ld)
immuncitokémiai festése, melyen az invadopddia-szerii strukturakat jelol6 narancssarga pontok
lathatoak (fehér nyilakkal jelolve; konfokalis képek, nagyitas: 63x). (F) Az F-aktin és a cortactin
kolokalizacidja a Pearson’s-koefficiens meghatarozasa alapjan. (G) Az invadopddiumok
szamanak kvantitativ elemzése a cortactin és az F-aktin kolokaliz4cioja alapjan. Az 4bra az

invadopddidk atlagos szamat mutatja sejtenként (minden pont egy sejtnek felel meg).

Tekintettel arra, hogy az invadopodiumok olyan membranstruktarak, amelyeket a rakos sejtek
mozgasra hasznalnak, és altalaban a migracio szabalyozasahoz kapcsolodnak, az A549 sejtek
migracios képességét vizsgaltam in vitro wound healing teszt segitségével. Az eredmények a
Tks4-KO sejtek migracids képességének enyhe csokkenését mutattdk a vad tipust sejtekhez
képest (22A abra). Korabbi tanulmanyok kimutattak, hogy az EGF fokozhatja a tlidoraksejtek
képességeire is [85]. Az eredmények azt mutattak, hogy a vad tipusu sejtek migracios sebessége
jobban megndtt EGF-stimuldci6 hatdsara a Tks4-KO sejtekhez képest (21B abra). Ez a
megfigyelés arra utal, hogy a Tks4 kiiités csokkentette a sejtek migracios képességét, még EGF-

kezelés jelenlétében is.
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kezelés (50 ng/ml) hatdsat a sejtmigraciora (B). A piros jelolés a statisztikailag szignifikans

kiilonbségeket jelzik a WT sejtekhez képest Tks4-KO sejtek esetében.

4.8. A Tks4 kiiités hatasa az EMT-szeri folyamatra

Ezutan RT-qPCR, WB ¢és ICC moddszerekkel megmértem az EMT markerek valtozasat a Tks4
kititését kovetden, hogy megvizsgaljam a Tks4 nemrég felfedezett, de kevésbé ismert hatasat a
tiidoraksejtek EMT folyamatara (23. abra). A qPCR eredmények azt mutattak, hogy a
mezenchimdlis markerek (fibronectin, Snail, Snai2 és Twist) a vad tipusu A549 sejtekben
alapszinten expresszalodtak; azonban mindkét Tks4-KO klonban a fibronectin és a Snai2
expresszios szintje emelkedett, mig az E-cadherin expresszioja csokkent. Ezenkiviil az egyik
Tks4-KO klon a Snail és a Twist transzkripcios faktorok megnovekedett mRNS-szintjét
mutatta (23A 4bra). A vimentin és a fibronectin a Tks4-KO sejtekben a vad tipusu sejtekhez
képest megnovekedett expressziot mutat ICC és WB meérések alapjan (23 BC abra). A Tks4-
KO sejtekben mas EMT markerek, példaul az N-cadherin expresszios szintjében nem észleltiink
szignifikans kiilonbségeket (23D abra). Ezen markerek, kiilonosen a fibronectin, vimentin,

Snai2 és E-cadherin megvaltozott expresszios szintje, valamint a Tks4-KO sejtek megvaltozott,
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megnyult morfologidja (20EF é4bra) arra utal, hogy a Tks4-KO sejtek EMT-szerli fenotipust

mutatnak.
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23.abra: Az EMT-vel kapcsolatos markerek expresszids szintjének valtozasa a Tks4-KO
sejtekben RT-qPCR, ICC és WB modszerekkel.

(A) Az EMT-vel kapcsolatos legfontosabb transzkripcios faktorok (Zebl1, Snaill, Snail2, Twist)
¢s az epitelidlis-mezenchimalis markerek (N-cadherin, E-cadherin, Vimentin, Fibronectin
(Fnl)) RT-qPCR analizise. A génexpresszios szinteket a GAPDH-ra normalizaltam. A vimentin
(B), fibronectin (C), N-cadherin (D) (Alexa Fluor 488-z6ld) lokalizacidjat F-aktinnal
(Phalloidin-piros) festve ICC segitségével vizualizaltam (konfokalis képek, nagyitds: 63x
képek). A vizsgalt fehérjék szintjét WB-al mértem (jobb oldali panelek).

4.9. A Tks4 expressziojanak downregulicidja a nem Kkissejtes tiidorak (NSCLC)
progresszidjaban

A Tks4 fehérje human tiidérakra gyakorolt hatdsdnak tovabbi vizsgalatahoz a GEPIA2 (Gene
Expression Profiling Interactive Analysis) adatbazis segitségével elemeztem a Tks4 mRNS
szintjét tiidorakos betegekbdl szarmazd mintdkban.
Az adatbazis a Tks4 mRNS expresszidjanak szignifikans csokkenését mutatta ki a tumoros
tiidoszovetekben a normal tiidészovetekhez képest mind a tiidé adenokarcindma, mind a tiidé
laphamsejtes karcindma esetében (24 A abra). Tovabba azt is megfigyeltem, hogy a Tks4 mRNS
csOkkent szintje a tiidérakos betegek rosszabb tulélésével korrelal (24B abra).
Az in silico eredmények validalasa érdekében human cDNS array-t végeztem a Tks4 mRNS-
szintjének mérésére 48 human tiidészovetmintdban, amely egészséges ¢és kiilonb6zo stadiumu
nem kissejtes tiiddtumor mintakat is tartalmazott. A human tiidétumor cDNS array eredményei
alatdmasztottak az adatbazis-elemzés eredményeit, és a Tks4 expresszidjanak csokkenését
mutattdk a tiidordkos mintdkban a normal mintdkhoz képest (24C abra). Emellett a tiidérak
stadiumainak elemzése olyan tendenciat mutatott, hogy a Tks4 szintje a normal szovetekben
volt a legmagasabb, és minden stddiumban szignifikansan alacsonyabb volt a Tks4 szintje,
legf6képpen a legalacsonyabb szint az agresszivebb, I'V. stadiumu tiidérakban volt (24D &bra).
A Tks4 alacsony expresszios szintje metasztatikus rakos betegeknél tovabb validalta a Tks4-
hidnyos tiidérdk sejtmodelliinket a Tks4 EMT szabalyozasban betoltott szerepének
tanulmanyozasara.
A csokkent Tks4 mRNS-szint, mint biomarker potencidljanak felmérése érdekében ROC
(receiver operating characteristic) elemzéseket végeztem, amelyek megmutatjdk a Tks4
expresszios szintjének érzékenységét és specificitdsdt a normdl és tlidordkos szovetek

megkiilonboztetésében (24E abra). A TissueScan cDNS-array adatainak elemzése azt mutatta,
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hogy a Tks4 expresszids szintje rendkiviil specifikus és érzékeny markerként szolgél, amit a

gorbe alatti teriilet (AUC) 0,97-es értéke is jelez (24E éabra).

A B
LUAD LUSC
*
*p < 0.001 p<0.001 100 & ! ! L Alacsony SHIPXD2B
*— ! I Magas SHIPXD2B
I N S T Vo :
E —.— ;‘ T:'.é 80 - 1 1 :::E: 9
= y o 1 1 nialacsony) ~238
E i‘; : 5 S A |
Ll
2 - . i & E‘ . > 60 1 1
= = 25 2 1 1 1
= EE 2 1 I |
ﬁ t o - 3 % N ~ e = 40 : !
2 ; £ = 1 1 1
5 o4 f g o 1 1 1
= 7 : = e 204 1 —
z S * 1 1 1
= - B ﬁ - 1 1 1
=) 0 4 ! 1 1
o | —1 (I — T
A ] 0 24 50 60 100 120 150 200 250
6‘0& 5\{& Q}é ((&\ honapok
&\) é() &Q éo
C D *p < 0.05
‘0 1.5+
N o * 100
2 1.5 a -
" [+]
3 ‘E_ " 80
g X 1.0 2
X 1.0+ c * N £ 60
£ e . 3 AUC=0.97
@ A ¢ * ‘E -
o = O , E 40 s p<0.001
2 0.5 ® 0.5 g ’
& 0. < + 1]
3 = 20
< b .
2 = :
= 0.0~ [ 0 T T T T 1
o Y 0 20 40 60 80 100
s STVISIEFSE s oo - Specifcti?
< L Y J 100% - Specificitas%

Tiidétumor stadiumok

24.abra: A Tks4 mRNS szintjének vizsgalata human tiidétumor mintdkban bioinformatikai
adatbazis és TissueScan cDNS array segitségével.

(A) Tks4 mRNS expresszios szintek a tiidé adenokarcinomaban (LUAD) ¢és laphamsejtes
tidorakban (LUSC) a GEPIA2 adatbazisbol (http://gepia2.cancer-pku.cn/#index). Az
expresszios szinteket normal tiidészovetek (normal mintdk elemszama LUAD adatsor esetében
n=346, normdl mintdk elemszama LUSC adatsor esetében n=337) és tumoros tiidészovetek
(tumoros mintak elemszdma LUAD adatsor esetében n=483, tumoros mintak elemszama LUSC
adatsor esetében n=486) esetében vizsgaltam. (B) A Tks4 génexpresszid prognosztikai
elemzése a tiidérdkos betegek tulélésére vonatkozoan a GEPIA2 adatbézis felhasznalasaval. A

174

piros vonal a "magas Tks4-szintii csoportot" (n=239), mig a kék vonal az "alacsony Tks4-szint
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csoportot" (n=238) jeloli. A szaggatott vonalak az elemzés 2, 5 és 10 éves tulélési ratajat jelzik,
tiikkrozve a Tks4-szint kiillonbségeit a tulélési gorbéken. (C) Human TissueScan cDNS-array
segitségével mért Tks4 génexpresszios adatok. Az expresszids szinteket normal tiidészoveti
mintak (n=8), LUAD betegek (n=15) ¢s LUSC betegek (n=12) esetében mutatjuk be. (D) A
Tks4 génexpresszid elemzése kiilonboz6 stadiumu tiidorakszévetekben. Az array az [-t61 IV-ig
terjedd stadiumokat tartalmazta. Ezeknek a stddiumoknak az osztdlyozdsa az adott daganat
méretén, valamint a nyirokcsomok és/vagy tavoli szervek egyidejii érintettségén alapul. A
tiidorak legagresszivabb stadiuma a IV. stadium, amely az attétes tiidorak. Az arrayben szerepld
betegségstadiumok és a mintaszdmok a kovetkezok voltak: 1A (n=6), IB (n=6), IIA (n=3), IIB
(n=8), ITIA (n=5), I1IB (n=5) és IV (n=7). Az expresszios szinteket a GAPDH-ra normalizaltam.
A p-értékeket Student's unpaired/nem parositott t-probaval vagy ANOVA-teszttel és Tukey
posthoc teszttel szdmoltam ki a normal szovetek Tks4 expresszidjahoz hasonlitva. (E) A

TissueScan cDNS array eredményeinek ROC-elemzése. AUC=Gorbe alatti tertilet: 0.97.

4.10. Tks4-CAPZAT1 interakcidjanak azonositasa

Ahhoz, hogy megvizsgaljuk a Tks4 szerepét a tumorbioldgiaban és igy az EMT folyamataban,
nem elég a leird expresszos szint elemzések elvégzése, hanem a folyamat szignaltranszdukcios
aspektusanak vizsgélatara is sziikség van. Ezért a Tks4 allvanyfehérjével kapcsolatba 1€pd
jeltovabbitdé molekuldk feltérképezését is elvégeztem, hogy a Tks4-altali EMT folyamat
szabalyozas lehetséges molekuldris kozremiikodoit azonositsam. E  célbol  Tks4
immunprecipitaciot (IP) végeztiink kiilonbozd rakos sejtekbdl izolalt fehérje mintakbol, majd
tomegspektrometriai analizisre (MS) kiildtiik a mintakat. Otféle rakos sejtvonalat vizsgaltunk:
MCEF7- emldrak sejtvonalat, HPAC- hasnyalmirigyrak sejtvonalat, N87- gyomorrak, HCT116-
vastagbélrak, és A549- tiidorak sejtvonalat. A potencialis Tks4-partner fehérjéket tartalmazo
listat a fliggelék 5.tablazataban Osszesitettem.

Az MS-analizis sordn azonositott j potencidlis partnerfehérjék koziil a CAPZA1 felkeltette a
figyelmiinket a korabban még nem vizsgalt Tks4-CAPZ interakci6 miatt, valamint, hogy a
CAPZA1 mind az 6t elemzett sejtvonalban jelen volt, mint potencialis Tks4 partnermolekula

(1. tablazat).
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1. tablazat: Részlet a Tks4-IP-MS adatokbol (a teljes adatsor a fiiggelék 5.tablazataban

talalhato).
peptidszam
vizsgalt , . ... | Alternativ | Molekula :
1258 MS-azonositott fehérje: | Azonosito i Anti- K I
sejtvonal ID tomeg | Tysa-1p ontro
. minta
minta
F-actin-capping protein subunit alpha-1
A549 OS=Homo sapiens OX=9606 P52907 CAPZA1 33 kDa 4 0
GN=CAPZA1 PE=1 SV=3
F-actin-capping protein subunit alpha-1
HCT116 OS=Homo sapiens OX=9606 P52907 CAPZA1 33 kDa 9 1
GN=CAPZA1 PE=1 SV=3
F-actin-capping protein subunit alpha-1
N87 0S=Homo sapiens OX=9606 P52907 CAPZA1 33 kDa 9 1
GN=CAPZA1 PE=1 SV=3
F-actin-capping protein subunit alpha-1
MCF7 0OS=Homo sapiens OX=9606 P52907 CAPZA1 33 kDa 4 0
GN=CAPZA1 PE=1 SV=3
F-actin-capping protein subunit alpha-1
HPAC OS=Homo sapiens OX=9606 P52907 CAPZA1 33 kDa 4 0
GN=CAPZA1 PE=1 SV=3

A CAPZA1 a CAPZB-vel egy CAPZ néven ismert heterodimert alkot, amely az aktin
“barbed”

filamentumok tiiskés végének szabdlyozott lezardsaért felelds. A leglijabb
eredmények azt mutattak, hogy a CAPZ szabalyozé szerepet jatszik az EMT-vel kapcsolatos
eseményekben. Huang és munkatarsai kimutattak, hogy a CAPZA1 gatolja az EMT-t az aktin
citoszkeleton atrendez0désének szabalyozasaval, és a CAPZA1 alacsony szintje eldsegiti az
EMT folyamatot, amit alacsony oxigénszinti koriilmények kozott hepatocellularis karcinbma
sejtekben mértek ki [90,91]. Ezen ismeretekre alapozva, ugy dontdttiink, hogy megvizsgalom
a Tks4-CAPZA1 kapcsolatot.

Els6ként adatbazis elemzéses 1épéseket tettiink Dr. Pancsa Rita segitségével a Tks4 és CAPZA1
fehérjék kozotti lehetséges kdlesonhatd szekvencia motivumok azonositdsara. Elsdsorban rovid
linearis motivumok (SLiM) altal kozvetitett interakciok johettek szdmitasba a két fehérje
kozotti interakcios felszin kialakitasaban. Ennek az oka az volt, hogy bar a Tks4 négy SH3
doménnel rendelkezik, és ezeken keresztiil kapcsolatba tud 1épni mas jeltovabbité molekulak
prolinban gazdag régidival, a CAPZ heterodimer nem rendelkezik prolinban gazdag
rendezetlen régiokkal, amelyek idealis kotohelyként szolgalhatndnak az SH3 domének
szamara, ezért az SH3-medialt kolcsonhatasi mechanizmust nagyon valdszinfitlennek itéltiik.
Azonban felfedeztiikk, hogy a Tks4 harmadik ¢és negyedik SH3-doménje kozotti hossza
rendezetlen régid tartalmaz egy erdsen konzervalt motivumot, amely nagymértékii
hasonlésagot mutat CAPZ-t koté fehérjékben leirt ,,Actin Capping fehérjékkel kolcsonhato

rovid linearis motivumhoz” (ennek a motivumnak a neve: capping protein interacting motif:

CPI; lasd http://elm.eu.org/elms/LIG_ActinCP_CPI _1). Ez a motivum viszonylag hosszi, és
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rendelkezik néhéany altaldnosan konzervalt aminosavval, valamint néhany fehérjecsalad-
specifikus aminosav pozicidval, amelyek még a CAPZ validalt kotépartnerei kozott is jelentds
variabilitdst mutatnak. A SlimSearch4 szerver segitségével rakerestiink az egyszerlsitett
(altalanosan konzervalt aminosavak altal alkotott) CPI motivumra, hogy megtalaljuk a huméan
proteomban az olyan fehérjéket, melyek tartalmazzdk ezt a motivumot [73]. Az eredményiil
kapott lista a Tks4 636-654. szekvenciajat is tartalmazta, mégpedig az 5. legmagasabb
pontszammal. Ez a pontszdm egy kombinalt mutat6, mely figyelembe veszi a motivum
konzervaltsagi mintazatat, hosszat, és rendezettlenségi fokat (hozzaférhetoségét). A SlimSerch4
szamitasai szerint tehat a Tks4-ben azonositott CPI motivum nagyon hasonlé a CAPZ ismert
interakcios partnereiben fellelheté mar validalt CPI motivumokhoz (25. édbra). A SlimSearch4
szervert6l kapott magas pontszam abbdl adodik, hogy a Tks4-ben megtalalhaté CPI motivum
optimalis, rendezetlen kornyezetben van, tehat hozzaférhetd, és hogy a valddi, funkcionalis
motivumokra jellemzd szigetes evolucidés konzervaltsdgi mintdzatot mutat [92]. A Tks4-
CAPZA kolcsonhatast feltard kisérletes eredményeink €s az azonositott motivum kedvezo
tulajdonsagai nagyon igéretes, j CPI motivum utjan kdlcsonhat6 CAPZ partnerré teszik a
Tks4-et.
SLiMSearch4

Instances Conservation Function Filters FSSM

Query: L......R[PAVT][KRHM][*DEN].{1,5}{(R.)|(.[RK])). [PAS] | Species: Homo sapiens

Dowmload: &idi &json | 168 hits in 182 proteins Page 1 of 2 |
conservation accessibility
7] o 7] e & @ e 7] (7] e o 7] 7]
5
;
: =
: 2
s E 8
5 g = : 8 3 2
= = = £ E 8 _E 2 l: B
E E i P:x = § § - § § 35 p
& 3 & 5 & £ £ % f & = %
ZIng ENF455 ndgLGERFPPRFRRFPATQAPEST 17 9686 1002 1000 1000 1000 1000 0982 0869 DR
; ctin type 11 domain-conainng probein 1 £ FNDCH qprLSLTQAGRPRPTSOGRSHSSsdp 20 1033 1052 0814 0549 0820 09re 0813 DR
Cappang probein, Arp273 and rmiyosin-| nker protain 2 CARMIL?  goqpLRHPTRARPRPRARQHHHRPPPggp 21 1016 1036 0232 1264 0002 0023 0965 0.74 loog
Capping prabein, Arp2 3 and myosin-| inker probein 3 CARMILY  gykLRHQTQGRPRPPRTTPPgDR 17 97 987 0215 2805 0002 0004 00950 0848 IDR-55
I SH3 and PX domain-containing protean 20 SHIPXDEE  np \FSPETEPpag 19 636 654 0207 0209 0120 0163 0851 0688 DR I
Toariscku-like prilein TOMSI Stsg 20 842 861 0852 0657 0713 0953 0945 097 DR
CRACD-Bke profein CRACDL  papLPPPGGA 17 288 315 0335 0646 0842 0830 0926 087 DR
SH3 domain-contaming kanase-binding protein 1 SHIKBP1  tekLSHPTTSRPEATGREFFSgs] 18 476 483 0541 496 000 ¥ 0926 088 IDR-SS |

25.abra: A SlimSearch4 szerver segitségével kerestiik az altalanosan konzervalt aminosavak

altal alkotott egyszertsitett CPI motivumot a human proteomban. Zolddel kiemelve a CAPZ

mar ismert interakcios partnerei, pirossal a Tks4 (mint Gjonnan azonositott) CAPZA1 partnert.
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crcr

motivumon keresztiil kotédnek a capping protein regulatorok, mint példaul a kazein kinaz 2-
interacting protein-1 (CKIP1), CD2 Associated Protein (CD2AP), capping protein Arp2/3
myosin [ linker (CARMIL) fehérjék, SH3 Domain Containing Kinase Binding Protein 1
(SH3KBP1 vagy masnéven Cin85) [93]. A CPI motivumok altal kozvetitett, mar ismert
kolcsonhatasokat a 26A abran mutatom be. Az dbran a CAP heterodimer kristalyszerkezete
lathat6 komplexben két kiilonbozd partner, a CD2AP ¢és a CKIP1, CPI motivumaval. A Tks4-
motivumaival. Az illesztések (26A éabra alsé része) azt mutatjak, hogy a Tks4 a CPI motivum
legfontosabb pozicidiban (a 26A éabran pirossal jelolt pozicidk) ugyanazokat vagy hasonlo
aminosavakat tartalmaz, mint az ismert interaktorok. Ezen elemzés alapjan azt a konkluziot
vontuk le, hogy a Tks4-ben talalhatdo CPI-szerli motivum valosziniisithetden az elsddleges
hasonléan mas Capping fehérje regulatorokhoz (26A abra).

Kovetkezd 1épésben az MS analizis mellett, két masik modszerrel is megprobaltam kimutatni a
Tks4 és CAPZA1 interakciojat tiidorak sejtekben. A mérésbe tovabbi két masik tiidétumorbol
szarmaz0 sejtvonalat is bevontam (HOP-92: tiidé nem kissejtes karcinoma, NCI-H460: tiid6
nagysejtes karcinoma). FElészor az endogén Tks4 fehérjét a  sejtlizatumokbol
immunprecipitaltam, majd a megfeleld partner fehérje (CAPZAT1) elleni Western blottal hivtam
el6. A CAPZA1 mindharom sejtvonalban jelen volt a Tks4-altal szervezett fehérje komplexben

(26B abra).

A
CAPZB: vilagos sziirke CAPZB: vilagos sziirke
(CD2AP: rozsaszin, 4

CKIP1:lila

CD2AP 485-NLLHLTANRPKMPG--RRLPG-503  CKIP1 485-YLAHPTRDRAKIQHS-RRPPT-503
TKS4 635-FLKSRPQVRPKPAPSPKTEPP-655  TKS4 635-FLKSRPQVRPKPAPSPKTEPP-655
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26.abra: Tks4-CAPZA1 kolcsonhatas validalasa. (A) A Tks4-ben a CAPZ fehérje kotéséhez
szlikséges interakcios motivum azonositdsa, amelyhez két mar ismert CAPZ-vel interakcidba
1€p0 fehérje: a CD2AP ¢s a CKIP CAPZ-vel alkotott komplexének kristalyszerkezetét toltottiik
le a Protein Data Bank (PDB) adatbazisbol (https://www.rcsb.org/). A CAPZ heterodimerrel
egyiitt kristalyositott CD2AP-ban 1évé CAP interakcidés motivum (PDB ID:3AA6; bal oldal),
valamint CKIP-ben 1év6 CAP interakcidés motivum (PDB ID:3AA1; jobb oldal) vizualizacidja.
Alsé részen: a CD2AP és a CKIP fehérjékben 1évé CAP interakcids motivumok ¢€s illesztésiik
a Tks4-ben prediktalt CAP motivumhoz. A kolcsonhatdé motivum konzervalt aminosavai
pirossal vannak kiemelve. (B) A Tks4-CAPZA1l kolcsonhatds validalasa Tks4-IP-WB
segitségével. A vad tipusi A549, HOP-92, NCI-H460 tiidérak sejtekbdl Tks4-IP tortént, majd
CAPZATI antitesttel WB-t végeztem.

Ezutan ICC technikaval is validaltam a Tks4-CAPZA1 kdlcsonhatas jelenlétét A549, HOP-92
¢s NCI-H460 tiidorakos sejtekben, hogy a fehérje-fehérje kolcsonhatas helyét is
meghatdrozzam a sejtekben (27 4bra). A két fehérje lokalizacidjanak bemutatasara a Tks4-et
vagy a CAPZA1-t F-aktinnal festettem, ami altalanossagban azt mutatta, hogy mind a Tks4,
mind a CAPZAL jelen van a membran kozeli strukturakban és a sejtek citoplazmajaban (27A
abra). Kiilonosen a Tks4 kimutatasanal talaltunk erdteljesebb feldusulast és kolokalizaciot az
aktinban gazdag invadopddidkra jellemzé membranstrukturdkban. A CAPZAT1 lokalizécidjanak
vizsgalatakor a CAPZA1 festédési mintazata tipikusan kis pontszerii eloszlast mutatott a sejtek
citoplazmajaban. Ez arra utal, hogy a CAPZA1 az aktin nem lezart (barbed end) végeihez
kotddik, amelyek a citoplazmaban szétszorddva helyezkednek el. Az ICC utan, Proximity
ligacios esszét (PLA) is végeztliink annak megerdsitésére, hogy a két fehérje a sejtekben is

kolcsonhatdsban van egymassal, nem csak a sejtlizatumokban. A Tks4 és CAPZAI kettds
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festésének eredményét fixalt sejtekben a 27B abran mutattom be, amely a két fehérje szoros

kozelségét és kotddését bizonyitja mindharom tiidérakos sejtvonal sejtjeinek citoplazméjaban.

A
A549 HOP-92 NCI-H460

o
=3

T'ks4
Aktin filamentumok
DAPI-sejtma

CAPZA1
Aktin filamentumok
DAPI-sejtmag

B A549 HOP-92 NCI-H460

[gG nyil 4 lgM egér

a-Tks4 ™'+ a-CAPZA]1 esér

27.abra: A Tks4 és a CAPZA1 lokalizacidjanak vizualizacidja harom tiidérakos sejtvonalban
(A549, HOP-92 és NCI-H460). (A) A Tks4-t vagy a CAPZA1-t (Alexa Fluor 488-z6ld) F-aktin
(falloidin-piros) kettds festése (konfokalis képalkotas; nagyitas: 63x). (B) A Tks4-CAPZA1
kotédés megerdsitése a harom tiidordksejtben Duolink PLA festéssel. A felsd sorokban a
kontroll minték lathatok, melyek csak masodlagos antitestekkel lettek kezelve (anti-nyul IgG
¢s anti-egér IgM). Az als6 sorban, anti-Tks4 (nyul) és anti-CAPZA1 (egér) antitesteket

egyszerre hasznaltam a két fehérje kozotti kotddés vizualizalasara. A piros pontok a két fehérje
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kozotti kolesonhataskor jelennek meg, amikor a két masodlagos ellenanyag kozel kertil

egymashoz. A sejthatarokat fehér vonalak jelzik a faziskontrasztos képek alapjan (63x).

4.11. Tks4 kiiités CAPZA1-re gyakorolt hatasanak és az EMT indukalasaban
betoltott szerepének vizsgalata

A Tks4 kiiités CAPZA1-re gyakorolt hatdsanak és az EMT indukcidban betoltott szerepének
tovabbi vizsgalatdhoz hasonld kisérleti elrendezést alkalmaztam, mint amilyet a CAPZALI
hepatocelluléris karcindma sejtekben betoltott szerepének vizsgalatdhoz alkalmazott Huang és
mtsai. [91]. Ennek megfelelden a tiidéraksejteket 3 napig alacsony oxigénszintnek (3%) tettem
ki, hogy EMT indukél6é kornyezetet hozzak létre. Az alacsony oxigénszintli allapot altalanos
hatasat a GLUT1 (gliikéztranszporter 1) fokozott expressziojanak és a HIFlalfa csokkent
mRNS expresszidjanak mérésével igazoltam az alacsony oxigénszintnek kitett mintadkban (28A
abra) [94,95]. Megfigyeltiik, hogy az alacsony oxigénszint a Snai2 mRNS (f6 EMT TF) szintjét
megemelte minden mintaban (vad és Tks4-KO) dsszehasonlitva a normal oxigénszint melletti
kortilményekkel. Valamint azt az eredményt kaptuk, hogy a Tks4-KO klonokban alacsony
oxigénszint esetében, a Snai2 és a Twist mRNS szintjének emelkedése, és az E-cadherin
szintjének csokkenése kifejezettebb volt a vad tipust sejtekhez képest. Fehérjeszinten is
vizsgaltuk a vimentin, az N-cadherin és a fibronectin expresszidjanak valtozasait. Jelentds
vimentin, N-cadherin ¢és fibronectin szint novekedést figyeltink meg a Tks4-KO
sejtvonalakban a vad tipusu sejtekhez képest (28B abra). Ezek az eredmények azt jelezték, hogy
a Tks4-KO sejtvonalak allapota jobban eltolodott az EMT-folyamatok iranyaba, mint a vad
tipusu sejteké, és gyorsabb valaszt mutattak az EMT-indukalod alacsony oxigénszintli
kornyezetre [96]. Tovabba a CAPZA1 szintje is lecsokkent a Tks4 hidnyos sejtekben alacsony

oxigénkoncentracios koriilmények kozott az EMT folyamat soran (28B abra), ami a CAPZA1

crer
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28.4abra: Az alacsony oxigénkoncentracioji allapot hatasa az EMT-szerli fenotipusra A549
tiidoraksejtekben. (A) Az EMT-markerek (Fnl= fibronectin, Snail, Snai2, Twist) és az alacsony
oxigénallapotot jelz6 GLUTI és HIFlalfa markerek expressziojanak mérése RT-qPCR
segitségével 3 napos alacsony oxigénkoncentraciot (3% oxigén) kovetden. Az adatokat a
normoxias allapott kontrollmintakhoz normalizaltuk, szaggatott vonallal jelezve ,,1” szinten.
(B) Az EMT markerek (vimentin, N-cadherin, fibronectin) és a CAPZA1 expresszios szintjének

mérése WB-vel. A tubulint loading kontrollként hasznaltuk.

A Tks4 interaktom vizsgalata és szerepe az EMT folyamataban

Végiil célunk az volt, hogy feltarjuk a Tks4 altal kozvetitett molekularis eseményeket, amelyek
részt vesznek az EMT szabalyozéasaban. Korabbi tanulméanyok kimutattak, hogy a Tks4 a PX
doménjén keresztiil a plazmamembranhoz képes kotddni, és hogy SH3 doménjén keresztiil
kolesonhatasba 1ép a jelatvitelben résztvevd fehérjékkel, koordinalt kapcsolatokat létesitve
azok prolinban gazdag régidival. Feltételeztiik, hogy a Tks4 doménszerkezetének multivalens
tulajdonsagai és a kiilonbo6z0 tipust szignalfehérjék megkdtésére valo képessége lehetdvé teheti
nemcsak az invadopddia-szabalyozé fehérjék, hanem a potencialis EMT-szabalyozé fehérjek
toborzasat is.

A Tks4-fiiggd jelatviteli Gtvonalak mélyebb megismerése érdekében attekintettem a Tks4
kevés, az irodalomban leirt kotSpartnerét és az altalunk azonositott Tks4 partnerfehérjéket (a
CAPZ fehérjét is beleértve), majd a STRING adatbazis (https://string-db.org/) segitségével
tovabb elemeztem a Tks4 interakcios halozatat (29. abra). Ezutan azokra a szignalfehérjékre

Osszpontositottam, amelyekrdl ismert, hogy hatassal vannak az EMT-re (2. tdblazat). A fehérje-
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fehérje interakcios elemzés (29. abra) kimutatta, hogy a Tks4 harom adaptorfehérjével képes
fehérjekomplexet alkotni: SH3 Domain Containing Kinase Binding Protein 1
(SH3KBP1/Cin85), CD2AP (CD2-associated protein) és Growth factor receptor-bound protein
2 (Grb2). Ez az allvanyfehérjékbdl allo csomopont szamos EMT-hez kapcsolodo jelatviteli
fehérje szamara szolgalhat dokkolo platformként (2. tablazat).

Az éallvanyfehérjék mellett az Src-kinaz is jelen van ebben a fehérje interakcids halozatban. Az
Src-kinaz szamos Tks4-hez kapcsolodd/asszocialodod fehérjét foszforilal, koztiik a cortactint, a

dynamin2-t, a WASL-t, a Grb2-t, az SH3KPB1-et, a NOXA1-t ¢s az ADAM15-6t (2. tdblazat).

ADAM15

—  SRC dltali foszforilacio Adapter proteinek
Direkt interakcio Tks4-el

w1 K84 partnerek kozotti interakcio ‘ EMT-hez kapcsolodo Tks4
partnerek

29.abra: A Tks4 partner molekulak fehérje-fehérje kolcsonhatasainak elemzése: A Tks4 teljes
interakcids haldzata. A piros vonalak a Tks4 kdzvetlen interakcioit jelzik. A fekete nyilak az
Src altali foszforilaciot mutatjak. A sziirke vonalak a halozatban 1évd egyéb fehérjék kozotti
kolcsonhatasokat abrazoljak. A sarga ellipszis az adaptorfehérjék csomdpontjat, mig a zold
ellipszis az EMT-vel kapcsolatos Tks4-partnereket jeloli. Az interakcios elemzést a STRING

(https://string-db.org/) segitségével vizualizaltam, beépitve kisérleti és az irodalmi adatokat.
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2. tablazat: Az EMT szabalyozasaban résztvevO Tks4-partner fehérjék listaja.

Tks4 partner fehérje

Fehérije tipus és funkcio

CD2AP (CD2-associated protein)

Adaptorfehérje, lokalizélja
a cortactint és a capping
fehérjéket a
sejtmembranhoz [97].

EMT-vel kapcsolatos
funkcio
A CD2AP-Tks4  arany
befolyasolja az EMT

folyamatot a vastagbélrak
sejtekben [64].

Grb2 (Growth factor receptor-
bound protein 2)

Adaptorfehérje,  szerepe
van a RAS ttvonalban és
az aktin-citoszkeleton
atrendezOdésében az N-
WASP - Arp 2/3 tvonalon
keresztiil [98].

A Grb2 upregulacioja EMT-t
indukal az A549 sejtekben az
E-cadherin expressziojanak

csokkentése ¢és a Snail
expressziojanak  nodvelése
révén [99].

CAPZAI1 (F-actin-capping protein
subunit alpha-1)

F-aktin capping fehérje, a
CAPZB-vel heterodimert
alkot, ez a dimer az F-aktin
filamentumok  “barbed”
tiskés  végeihez  tud
kotédni, hogy gatolja a
polimerizaciot [97].

A CAPZA1 fehérje csokkent
expresszioja eldsegiti  az
EMT-t és blokkolja az aktin
citoszkeleton atrendezodését
hepatocellularis
karcinomaban. A CAPZAI
kotodési affinitasa csokken
az F-aktinhoz EMT-indukalo
hipoxias kornyezetben [91].

Cortactin/CTTN (Src substrate
cortactin)

F-aktin  koté  fehérje,
invadopddia/podoszoma
szervezd ¢és az Arp2/3
interakcion keresztiil
szabalyozza az  aktin
filamentumokat [100].

A Cortactin eldsegiti az
EMT-t melanémaban,
gyomorrakban és szajliregi
laphamsejtes karcinomaban
[101].

Src (Proto-oncogene tyrosine-
protein kinase Src)

Tirozin-kindz, amely
szamos jelatviteli fehérjét
képes foszforilélni,
példaul: cortactin [102—
104], Tks4 [33,38,105],
Grb2 [106-108],
SH3KBP1 [103,109,110],
NOXA1 [111], ADAM15
[112-114], dynamin2
[115,116].

Az aktiv Src indukalhatja az
EMT-t foszforilacids
eseményeken keresztiil,
amely ezéltal az E-cadherin
expressziojanak
csokkenéséhez, a sejt-sejt
kapcsolatok gyengiilés€hez
és a mezenchimalis
markerek  expressziojanak
noévekedéséhez vezet,
példaul prosztatardkban,
emldrdkban, hasnyéalmirigy
karcindmaban [117-121].
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Ezutan igazoltam az EMT-ben résztvevo fehérjék jelenlétét a Tks4-interaktomban az endogén
Tks4 fehérje immunprecipitalasaval és WB kisérletekkel a harom kiilonb6z6é NSCLC tiidérak
sejttipus lizatumaibol (A549: human tiidé adenokarcindéma, HOP-92: human tiid6 nem kissejtes
karcinoma, NCI-H460: human tiid6 nagysejtes karcinoma). Munkdm ezen pontjan a HUES9
embrionalis Ossejtvonal vizsgalatat is bevontam az interaktom kutatasba, és vad tipusat HUES9

sejteken is elvégeztem a Tks4-IP-t. A 30. dbran mutatom be az eredményeket.

Az eredmények alapjan arra kovetkeztettiink, hogy a Tks4 interaktomban a normal embrionalis
HUES9 6ssejtvonalban €s a harom tiidérakos sejtvonalban is Tks4-hez kapcsolodnak a vizsgalt

EMT-ben szerepet jatszo partnerfehérjék (Grb2, CAPZA1, Cortactin, CD2AP).

A549 Il HOP-92 I NCI-H460

IP kontroll

Total lizatum
IP kontroll
Total lizatum
IP kontroll

' Total lizatum

IP kontroll
Tks4-1P

CAPZA1
(~37 kDa)

Cortactin
(~80 kDa)

CD2AP
(~80 kDa)

GRB2
(~25 kDa)

Tks4
(~130 kDa)

30.abra: A Tks4 interaktom validalasa Tks4-IP-vel, majd Western blottal harom tiidérédkos
sejtvonalon (A549, HOP-92, NCI-H460) ¢és a HUES9 embrionalis dssejtvonalon.

Erdekelt, hogy az ismertetett EMT-vel kapcsolatba hozhato Tks4-partner fehérjék kotéhelyei
atfednek-e egymassal a Tks4-en beliil, ezért egy Osszefoglalo abrat készitettem (31. abra).
Korabbi kutatasunkban kimutattuk hogy, a Tks4 egyik partnerének, a CD2AP-nak kotddési
helye a Tks4-en beliil a 755PVVPPR760 prolin gazdag motivum [64]. A CAPZA1, pedig
predikcionk alapjan a Tks4-en beliil a 636-654. szekvencia kozotti szakaszban képes bekdtddni,
amelynek szekvencidja a Tks4-ben megtalalhatod capping protein interacting (CPI) motivumnak
felel meg. A Grb2-Tks4 kotddésre vonatkozoan azt mutattak ki, hogy a Grb2 N-terminalis SH3
doménje képes lehet a Tks4-en beliil a prolin gazdag motivumokhoz kétédni [122,123], de
mivel a Tks4-en beliil tobb ilyen motivum is van, igy nincs még tudomanyos adat arrdl, hogy

pontosan hova kotdédhet be a Tks4-en beliil. A cortactin esetében Crimaldi és kutatocsoportja
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arra mutatott ra, hogy a Tks5 utols6 SH3 doménjéhez kotddik a cortactin. A Tks5 fehérje a Tks4
kozeli homologja, hasonldan a Tks4-hez rendelkezik PX és SH3 doménekkel, de 4 helyett 5
darab SH3 doménbdl all [45,105]. Mivel a Tks5 6todik SH3 doménje nagyfoku (57%-0s)
szekvencia homologiat mutat a Tks4 utols6 SH3 doménjével ezért valdsziniisithetd, hogy a
cortactin itt Iép kapcsolatba a Tks4-el is [45,124] . A vazolt kotohelyek eddigi tudasunk alapjan

nem fednek at a Tks4-en beliil, a partnermolekuldk valdszintsithetéen nem kompetalnak

egymassal.
Tks4
) CAPZA1 CD2AP
aminosav kotéhely  kotéhely
pozicié [ ] [ ]
1 ] L) | T | T T T 171911
100 200 300 400 500 600 700 800 900
[PX| [SH3|[SH3| [I1][SH3] | |[SH3]
A

CUEUEY G
Grb27? A A A A

Cortactin??
Grb27? Grb27? Grb27? Grb2??

31.abra: Az EMT-vel kapcsolatba hozott ismert és az ¢és Ujonnan azonositott Tks4

partnermolekuldk kotéhelyeinek bemutatdsa a Tks4-en beliil (1-911 aminosav sorrend, alatta a

Tks4 domén szerkezete: PX és SH3 domének, PRM (prolin gazdag motivum), rendezetlen

régiok) (Az ébra a uniprot.org alapjan rajzolva).
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5. Eredmények megbeszélése

A dolgozatban in vitro mérések ¢és in silico elemzések felhasznalasaval két sejttipust,
embriondlis Ossejt eredetli és tiid0 tumor eredetli sejteket vizsgaltam, az EMT folyamatok
megértése szempontjabol. Az EMT folyamata kulcsszerepet jatszik az embrionalis fejléddésben,
valamint a metasztatikus €s agressziv tumorok kialakulasdban [1,3]. Ez a folyamat magaban
foglalja a fenotipus valtashoz sziikséges transzkripcios faktorok aktivalodasat, valamint a
citoszkeleton atrendezddésében részt vevd fehérjék ujraelosztasat és felhalmozodasat a
plazmamembran alatti fehérje-komplexekben. Az egészséges sejtek esetén végbemend EMT jol
szabalyozott, dsszehangolt szignalizacids 1épések sorozata. Ezzel ellentétben a tumorsejtek
mezenchimalis fenotipus valtasa része a tumor progresszionak, mely sok faktoridlis, sokszor
véletlenszerli folyamat, amit befolyasol az adott tumor mutacids hattere, mikrokdrnyezete €s
maga a tumor heterogén sejtosszetétele populacids szinten [1,5]. A doktori kutatdsom {6
fokusza az EMT folyamat vizsgalata volt normal (embrionalis) és tumoros (tiidordk eredetii)
sejtekben, kiilonos tekintettel egy nemrégiben kutatocsoportunk altal leirt EMT-t befolyasolo

fehérje vizsgalatara a Tks4 szignal molekulara.

A Tks4 allvanyfehérjének (SH3PXD2B gén) orvosbiologiai jelentdségét eldszor a Frank-Ter
betegség hatterében a SH3PXD2B gén mutacidja all. Az FTHS egy ritka, velesziiletett fejlodési
rendellenesség, amelynek felfedezése oOta tudomdnyos erdfeszitések iranyultak annak
vizsgalatara, hogyan fejti ki a hatasat a Tks4 fehérje az FTHS altal érintett szovetekben (zsir,
csont) [32,47]. Harom kiilonb6z6 egérmodellt hoztak létre a Tks4 hidnyanak vizsgélatara in
vivo, és ezek a kutatasok informaciokat szolgaltattak arrdl, hogy a Tks4 hogyan szabalyozza a
csont- és zsirszovetek homeosztazisat [47,48,60]. Viszont a Tks4-KO egerek segitségével
végzett kisérletek nem adnak informacidt arrdl a mechanizmusrol, amelyen keresztiil a Tks4
fehérje molekularis szinten kifejti hatasat, illetve hogyan befolyasolja a jeltovabbito utakat a
sejtek differencidlodasa sordn €s milyen szignal molekulakkal 1ép kolcsonhatasba. Rédadasul a
kisérleti egérsejtek hasznalata kevésbé hatékony, mint a human sejteké, ugyanis az allati
rendszerekben kapott eredményeket validalni sziikséges human sejtekben. Ezért ugy
dontottiink, hogy egy megfeleld in vitro modellt hozunk 1étre a Tks4 fehérje hidnyanak human
sejtekben torténd tovabbi elemzésére, olyan sejttipusokban melyek széleskori differencialodasi
képességgel rendelkeznek. A pluripotens dssejt-alapt kisérletek és a CRISPR/Cas9 modszer

alkalmazasa a Tks4 gén kilitésére lehetdvé teszi szamunkra, hogy kozvetleniil human sejtekben
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fedezzilk fel a Tks4 hatésait, vizsgaljuk a Tks4 Aallvanyfehérje molekuléris
interaktomjat/jelatvitelét, és validaljuk az egérkisérletek eredményeit.

Sikeresen létrehoztunk két homozigdta Tks4-KO klont és két heterozigdta Tks4-KO klont a
normal kariotipusi  HUES9 embriondlis 0Ossejtvonalbol. Szekvendlasi eredményeink azt
mutattdk, hogy rovid inzercios-delécids (indel) események (kevesebb, mint 15 bazispar)
alakultak ki a létrehozott sejtvonalak mutdlt alléljaiban. A Tks4-KO HUES9 sejtek mind a
harom csiralemez iranyba képesek voltak differencialodni, hasonléan az eredeti WT HUES9
sejtekhez, amelyet egy spontan differencialodasi kisérlet soran mutattunk ki. A Tks4-KO
meg (SSEA-4). Eltéréseket figyeltiink meg az endoderm AFP marker expresszidjaban a két
Tks4-KO sejtvonal kozott, mivel a masodik Tks4-KO klonban extrém alacsony AFP
expressziot észleltlink fehérje és mRNS szinten a spontan differencialodas és az MSC kulturak
esetében is (17AE ¢és 19C abra). Az eltérésnek az alapjat nem vizsgaltuk, bar érdekes lenne
tanulmanyozni az AFP expresszios szinteket FTHS betegekben és Tks4-KO egerekben, hogy
esetlegesen azonositsunk egy korrelaciot az alacsony AFP expresszid és az FTHS-hez
kapcsolddo fenotipusok kozott. Hipotézisiink szerint, mivel az AFP kritikus a nemi szovetek
megfeleld fejlddéséhez; ezért az AFP hianya részben okozhatja a medddséget, amelyet az

SH3PXD2B-mutans egerekben és FTHS-ben szenvedd egyénekben figyeltek meg [125].

Osszefoglalva, eredményeink azt mutatjik, hogy a Tks4 hidnya nem zavarja fundamentélisan a
csiralemez-képzddés elsd 1épéseit. Tekintettel arra, hogy az FTHS betegekben is mindharom
csiralemez kifejlodik az embriondlis fejlédés soran és a Tks4-KO egerekben is, €letképes
utodokat eredményezve, nem meglepd, hogy a Tks4-KO HUES9 sejtek is megdriztek
széleskorll differencialodasi képességiiket. Feltételezziik, hogy a Tks4 hidnya megzavarhatja a
sejtek/szovetek specializacidjat, valamint megvaltozott sejtmaturaciot eredményezhet in vivo
az embrionalis korban és in vitro HUESY sejtekben. Ezt a hipotézist tigy teszteltiik, hogy MSC
sejtekké differencialtattuk a HUESO sejteket. Mivel két FTHS altal is érintett szdvettipus, az
érett csont- €s zsirsejtek egy kozds Ossejttipusbol, az MSC-bdl szarmaznak, igy a Tks4 kiiités
hatasat vizsgaltuk a MSC differencialédas irdanyara. Az embriondlis Ossejtek specidlis
koriilmények kozott képesek MSC-t képezni, €s az MSC-képzddési folyamat kovethetd in vitro,
igy megvizsgaltuk a Tks4-KO HUES9 sejtek MSC fejlddési potencialjat.

Eredményeink kimutattdk, hogy a HUESO sejtek (a létrehozott Tks4-KO sejtvonalak is)
képesek tovabb differencialodni MSC sejtekké. A Tks4 hiany hatasanak vizsgalatara végzett

kisérleteink soran azt vettiik észre, hogy a Tks4-KO MSC sejtekben tobbféle mezodermalis €s

73



osteogén marker expresszids szintje alacsonyabb volt (19BC abra). Tehat az MSC iranyt
differenciacié megtorténik Tks4 hidnydban is, de a tovabbi differencidcidhoz és csont iranyu
elkotelezOdéshez sziikséges faktorok csokkent mértékben vannak jelen a Tks4-KO MSC
vonalakban.

Korabban mar munkacsoportunk leirta, hogy a Tks4-nek van szabalyozé szerepe az EMT-szeru
folyamatokban igaz csak vastagbélrak esetén [62]. Ezért megmértiik az EMT-hez kapcsolodo
markerek (fibronectin, Snail, Twist) expressziés szintjét a HUES9 sejtek spontan
differencialédasi folyamataban. Nem rékos sejtekben, mint példaul a human embrionalis
Ossejtekben, nem észleltiink jelentds kiilonbségeket az EMT markerek expresszids szintjében a
WT ¢és a Tks4-KO sejtek kozott, és arra a kdvetkeztetésre jutottunk, hogy a Tks4 hianya nem
zavarja az EMT folyamatit az embriondlis Ossejtekben. Ezzel szemben a mezenchimalis
iranyban differencialtatott Tks4-KO MSC-k EMT-vel kapcsolatos tulajdonsagai valtozasokat
mutattdk: a fobb EMT markerek (E-cadherin és Snail) expresszios szintje megvaltozott. Ezek
alapjan feltételezziik, hogy a Tks4 nem kulcsszabalyozoja az EMT-nek, de szerepet jatszik a
folyamat finomhangoldsaban. A megfigyelt EMT-szerli eseményeket kisérd expresszios
valtozdsok a Tks4-KO MSCk-ben (pl. csokkent E-cadherin és Snail fehérje szintek) és a
csontszdvet kialakuldsdban szerepet jatsz6 (GATA4, GSC) transzkripcids faktorok alacsonyabb
szintje arra utalnak, hogy a differencidlédasi folyamat kinetikajat befolyasolja a Tks4. A
megvaltozott EMT markerek szintje Tks4 hiany esetén eredményezhet megvaltozott
differencialodott szovetdsszetételt, amely az FTHS esetén megfigyelhetd megvaltozott
csontszovet hatterében allhat. Ezek az adatok 6sszhangban vannak azzal a megfigyeléssel, hogy
a Tks4 hianyanak szerepe van a csokkent €s a normalistol eltérd csontszovet-képzddésben a
Tks4-KO egerekben 1is, hasonloképpen a Tks4-mutdciot hordozé FTHS betegek

oszteoporotikus szerkezetli ¢s megrovidiilt csontfelépitéséhez [61].

Osszefoglalva, kulcsfontossagii eredmények kozott szerepel egy in vitro human dssejt
modell létrehozasa annak vizsgalatara, hogyan hat a Tks4 fehérje hianya az dssejtekre: a
Tks4-KO HUES?9 sejtek ugyan képesek harom csiralemez létrehozasara, de az FTHS altal
érintett sejttipusok iranyaba torténé differencialodas hatékonysagaban eltérnek a vad

tipusu HUESO sejtektal.

A disszertacié masodik felében a patologids EMT folyamatok és a Tks4 kapcsolatat vizsgaltam
tiidé tumor esetén. Kutatocsoportunk érdeklddését felkeltette, hogy az elmult években egyre
nagyobb figyelmet kapott az a feltételezés, hogy a Tks4 egyes raktipusokban potencidlis

biomarkerként is szolgalhat, ami 0sszefiiggésbe hozhat6 a Tks4 EMT befolyasol6 funkcidjaval.
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Példaul Kui és munkatarsai (2021) egy kombinalt multi-omikai és kisérleti tanulméany soran
kimutattdk, hogy a Tks4 expresszids szinje prognosztikai jelentdséggel bir hepatocellularis
karcindémaban [66]. Egy masik kutatdcsoport megéllapitotta, hogy a Tks4 magas expresszidja
biomarkerként szolgalhat a gyomorrdk esetén [65]. Egy indiai csoport atfogd adatbazis
elemzése ramutatott arra, hogy az SH3PXD2B génrél atirddo mRNS expresszioja
kulcsfontossagi markere a mellrdk sejtek tiidometasztazis képzésének [126]. Emellett egy
egereken végzett kutatdsban a Tks4 lehetséges szerepét vizsgaltak tiidometasztazist képzo
melanéma sejtekben [127]. Tovabba csoportunk korabbi munkéjaban kimutatta, hogy a Tks4
hianya EMT-szer(i fenotipust indukal vastagbélrak sejtekben, amelyet més kutatocsoport is
megerdsitett [62,128]. Ezeket az eredményeket figyelembe véve célunk az volt, hogy
megvizsgaljuk a Tks4 hatasat egy olyan raktipusban, amelyet eddig ebben az 0sszefliggésben
nem tanulmanyoztak.

Ezért adatbazis-elemzést és human tiidérak szoveti mintdk qPCR méréseit végeztem el (24.
abra). Az eredmények bemutattdk a Tks4 expresszids szintjének valtozasait az NSCLC
elérehaladasa soran. Altalanossagban azt tapasztaltuk, hogy a Tks4 mRNS szintje alacsonyabb
a tiiddrak szovetekben, mint az egészséges szovetekben (24CD abra). Ez arra utal, hogy a Tks4
potencidlis biomarkerként szolgdlhat az egészséges ¢és a rdkos tlidoszovetek
megkiilonboztetésére (24E é4bra). Emellett a legalacsonyabb Tks4 expresszios szintet az
NSCLC legeloérehaladottabb stddiumaban mértiik (24D abra). A tiidérdkos betegek tulélési
adatainak elemzése alapjan pedig kidertilt, hogy a Tks4 szint csokkenése rosszabb tulélési
esélyeket jelez hosszatdvon (24B abra). Ennek megfelelden a Tks4 mRNS expresszios
szintjének qPCR-rel torténd mérése a sebészileg eltavolitott tiidoszovet mintdkban
potencialisan segithet a betegség lehetséges progndzisanak meghatarozasaban. Eredményeinket
Osszevetettiik az irodalmi adatokkal, és azt talaltuk, hogy a magas vagy alacsony Tks4
expresszios szintek prognosztikus hatdsa a rak szoveti tipusatol fligg. Hepatocellularis
karcindma esetén példaul a magasabb Tks4 mRNS expresszios szint rovidebb talélési idovel
jar [66], ellentétben az altalam vizsgalt tiidorakkal. Feltételezziik, hogy a Tks4 szerepe eltérhet
a rakos sejttipus vagy a rak stddiumanak fiiggvényében a daganat eldrehaladdsa soran, mivel
tobb jelatviteli Gtvonalban is részt vesz, beleértve az aktin atrendezédését és az EMT-szerli
folyamatok szabalyozasat. Figyelembe véve, hogy az EMT a tlidérak elérehaladasanak egyik
jellemzdje [18], arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy az alacsonyabb Tks4 szint az NSCLC
mintakban valdsziniileg fokozhatja az EMT-t el0segito jelatvitelt.

A csokkent Tks4 szint hatdsat az EMT folyamatokra in vitro modelleztiik, hogy megértsiik az
NSCLC-ben betdltott prognosztikai jelentdségét. Ehhez az A549 tiidé adenokarcindma
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sejtvonalat valasztottam, amely egy gyakran alkalmazott in vitro tidérak modell, és
Tks4-KO klont sikeresen eldallitottam, és vizsgéaltam a Tks4 kilités hatdsait az EMT-hez
kapcsolddo folyamatokra.

A Tks4 hianya tiidorak sejtekben egy elongalt, mezenchimalis-szer(i fenotipust eredményezett,
amely hasonlé ahhoz, amit korabban Tks4-KO vastagbélrdk sejtekben is megfigyelt
munkacsoportunk, ahol megnyult és kevésbé koralaku sejtalakot fedeztiink fel [62]. Tovabbi
méréseim arra mutattak ra, hogy a Tks4-KO tiidérak sejtek epitelialis-mezenchimalis hibrid
fenotipust mutatnak. Egyes mezenchimalis markerek, mint példaul a fibronectin, az N-cadherin
¢s a Snai2 transzkripcios faktor fokozott génexpresszidja jellemezte a Tks4-KO sejteket, €s
ezzel parhuzamosan, az epitelialis marker, az E-cadherin csokkent expresszioja (23. abra), ami
az EMT folyamat egyik jellegzetessége. De nem minden EMT-hez kapcsolddo marker fehérje
¢s mRNS szintje mutatott egységes valtozast, mivel az N-cadherin szintje a vad tipust sejtekhez
hasonlé maradt a Tks4-KO sejtekben, amit ICC és WB kisérletekkel is megerdsitettiink,
valamint a sejtek migracidos képessége se ndtt meg. Ezt a jelenséget alaposabban is
megvizsgaltam: Altalanossagban elmondhatd, hogy a migracios képesség és az invadopodia
kialakuldsa az invaziv rakos sejtek jellegzetességei. Méréseim azt mutattak, hogy a Tks4-KO
rakos sejtek migracios képessége kissé csokkent is mind a kezeletlen, mind az EGF-fel kezelt
Tks4-KO sejtek esetében. Ez a megallapitds azzal magyarazhatd, hogy a Tks4 jol definialt
szerepet jatszik az EGFR/Src ttvonalban [33], igy ennek a fehérjének a hidnya az EGFR
jelatvitel karosodasahoz és kovetkezésképpen csokkent sejtmobilitashoz vezethet. Mivel a Tks4
kulcsfontossagu tényezd az invadopodia képzddeésében, igy nem meglepd, hogy Tks4
hidnyéaban a sejtek invadopddia képzddése csokkent mértéket mutatott. Feltételeztiik, hogy az
eltéréd hatasok (csokkent invadopddia képzés, de megemelkedett EMT marker expresszid)
mechanizmusa mogott az allhat, hogy a Tks4 partnerei is tobbféleképpen befolyasolhatjak az
EMT-t. Tehat a Tks4 partnermolekulak aktualis szintje, aranya, kotodése, és igy a Tks4
utani (down stream) szignalizacio kiilonb6z6 hatassal birhat. A partnermolekuldk eltérd
hatésaira ismert példa, hogy az EMT-t el6segitd Snail transzkripcids faktor egyrészt inicidlja a
mezenchimalis fenotipus kialakulasat E-cadherin represszion keresztiil, de Lee és munkatarsai
azt is kimutattak, hogy a Snail transzkripcids faktor elnyomhatja az invadopddia kialakulasaért
felelds cortactin expressziojat is, gatolva annak aktin atrendezd funkciojat [129]. Mivel a
cortactin a Tks4 ismert partnermolekuldja [75], mi is megvizsgaltuk a cortactin és az aktin
kolokalizacigjat a Tks4-KO sejtekben (21E abra). Megallapitottuk, hogy a Tks4 kiiités a

cortactin €s az aktin kolokalizaciojanak csokkenését eredményezte (21F abra), ami igy érthetd
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modon az invadopodiumok képzddésének csokkenéséhez vezetett (21G abra). Az EMT marker
vizsgalatok esetén pedig megndvekedett Snail TF expresszidt mértiink ki egyik Tks4-KO
sejtvonalunkban. Ezzel §sszhangban tehat, a Tks4-KO sejtek csokkent migracidja, invadopodia
képzdédése, valamint megndvekedett EMT marker expresszidja (Snail, Snai2, N-cadherin,
vimentin, fibronectin) kozotti Osszefliggés alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy a Tks4
befolyasolhatja az EMT folyamatot, mégpedig abban az intermedier (EMT-szerli) fazisban,
amikor még a mezenchimalis és epitelidlis jellemzOk egyarant jelen vannak a raksejteken,
létrehozva egy heterogén, fenotipusosan plasztikus tumor sejtpopulaciot.

A Tks4 azon képességét, hogy olyan fehérjéket toboroz, amelyek kettds szerepet jatszanak a
citoszkeleton atrendezésében és az EMT-szerli folyamatban, tovabb erdsiti az a tény, hogy
partnerfehérjéinek is van EMT-t fokozd, de migraciot csokkentd hatésa is.

Munkam kovetkezd fazisaban, eddig még nem ismert Tks4-partner fehérjéket kerestem,
melyeknek lehet szerepe az EMT-szer(i folyamatok kialakitasaban. Tks4-IP-MS elemzés soran,
azonositottam a CAPZ fehérjéket, mint 0j Tks4 interakcidés partnereket (1. tablazat). A
tiidérak sejtvonalon is kimutattam, Tks4-IP-WB (26B é4bra) és PLA mddszer alkalmazasaval
(27B é4bra), ami meger0dsiti a Tks4-CAPZA1 kotddés jelenlétét a sejtekben. A két fehérje kozotti
interakcid EMT regulacios hatasat is elemeztem, de elészor feltartuk az ujonnan leirt fehérje-

fehérje kapcsolat molekularis részleteit. Azonositottuk a prediktiv kotShelyeket a két
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elemzésekre van sziikség, melyekhez Tks4 mutansokat sziikséges alkalmaznunk, hogy
vizsgaljuk ennek az interakcionak a specifikus szerkezeti kovetelményeit és funkcionalis
hatdsait. Az eddig kozolt eredményeink alapjan annyi biztosan elmondhatd, hogy ezek a
fehérjék interakcioba 1épnek egymassal A549 sejtekben (és még harom sejt vonalban, 26B ¢és
27B é4bra). A CAPZB ¢és CAPZAI1 fehérjékbdl allo CAP heterodimer az aktin filamentumok
megnyulasaban jatszik szerepet azaltal, hogy a ndvekvd aktin filamentumok barbed end végeit
lefedik [130]. A CAPZA1 tumorbioldgiai hatasai is (hasonloan a Tks4-hez) ellentmondasosak.
Példaul az alacsony CAPZA1 expresszids szintet fokozott invaziv fenotipussal hoztadk
Osszefliggésbe gyomorrakban [131] és tiidérakban is [132], mig hepatocellularis karcindméaban
a CAPZA1 overexpresszioja gatolta az EMT folyamatot [90]. S6t, hepatocellularis karcinoma
sejtekben kimutattak, hogy a CAPZAT1 csokkent expresszioja kifejezetten hajtja az alacsony
oxigénszint altal indukalt EMT folyamatot [91]. Ezeket a megfigyeléseket alapul véve mi is
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alacsony oxigén koncentracio mellett indukdlt EMT folyamatokat vizsgaltunk Tks4-KO
sejtekben. Eredményeink megerdsitették a hepatocellularis karcinoma sejteken végzett emlitett
kisérleteket, mert tiidordk sejtek esetén is EMT-szeri fenotipust figyeltiink meg ilyen
korilmények kozott a sejtekben (28. abra). Tovabba az alacsony oxigénszintet alacsony
CAPZAT1 expresszio kisérte a Tks4-KO sejtekben (28B abra). E jelenség egyik lehetséges
magyarazata, hogy a Tks4-KO sejtekben a Tks4 és a CAPZ fehérjék kozotti kdlcsonhatés
hidnya moduldlja az EMT-indukalo jelatviteli utvonalakat. A feltételezés alaposabb
megértésé¢hez ¢s megerdsitéséhez azonban tovabbi kisérletek sziikségesek.

Emellett K. H. Liu és kutatécsoportja kimutatta, hogy hipoxids koriilmények kozott az EMT
folyamata felgyorsulhat a vad tipusa A549 sejtekben [96]. Kisérleteink sordn azt is
megfigyeltiik, hogy az alacsony oxigénkoncentracios allapot, erésebb EMT-t indukal6 hatéast
gyakorolt a Tks4-KO sejtekre, mint a vad tipusu sejtekre, amit a mezenchimalis markerek,
koztiik a vimentin, N-cadherin, fibronectin és Snai2 fokozott expresszidja jelzett a vad tipust
sejtekhez képest (28 A abra). Mivel a Tks4-KO sejtek az alacsony oxigén altal kivaltott stresszre
erdteljesebb EMT-szerti fenotipusos valtozassal reagaltak, mint a vad tipusu A549 sejtek, ezek
az eredmények azt is sugalljdk, hogy alapvetden a Tks4 kilitése egy plasztikusabb, EMT
indukciora gyorsabban reagdlo sejttipust eredményezett.

Osszességében a Tks4 hianya el6segiti az EMT folyamatanak elérehaladasat tiidérakban,
de nem okoz megnovekedett migracios fenotipust, valamint megallapitottuk, hogy a Tks4
mRNS szintjének csokkenése potencialisan kedvezotlen prognosztikai tényezonek
bizonyult az NSCLC-ben. Tovabba, azonositottunk egy eddig még nem leirt fehérje-
fehérje kapcsolatot, melynek hatasa lehet a Tks4 altali EMT szabalyozasra.

Hipotézisiink szerint a Tks4 allvanyfehérjéhez kapcsolodd jeltovabbitd molekulak aktualis
jelenléte, aranyai, kozottiik 1évo kotddési viszonyok kiilonbozé modon befolyasolhatjak a Tks4
utani jelatviteli utakat, ezért tovabbi Tks4-interaktom vizsgéalatokat végeztem, hogy
azonositsam a Tks4 partnermolekuldkat és ezek mar ismert hatasait az EMT folyamatokra.
Ezekbe a kisérletsorozatokba bevontam mindhdrom tiidérdk sejtvonalat (A549, NCI-H460,
HOP-92) és a HUESY9 embrionalis sejtvonalat, és Tks4-IP-WB kisérleteket végeztem. Ahhoz,
hogy a target fehérjéket kivalasszam a WB méréshez, a kisérlethez els6ként STRING adatbazis,
irodalmi adatok és sajat kutatdsi adataink alapjan egy fehérje-fehérje interakcids halozatot
hoztam létre, amelybdl tovabbi irodalmi adatok alapjan azokat vettiik szdmitasba, amelyek az
EMT folyamatdban részt vesznek. A tovabbiakban ezeket a Tks4-partnermolekuldkat (Grb2,
CAPZA1, CD2AP, cortactin) vizsgaltam meg, és gylijtottem Ossze a lehetséges kapcsolataikat
az EMT folyamataval (2.tablazat).
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A fehérje-fehérje interakcios elemzésiink feltarta, hogy a Grb2 adaptor fehérje is kapcsolodik
a Tks4 fehérjekomplexhez ezekben a sejtekben (29. abra). Korabbi tanulmanyok kimutattak,
hogy a Grb2 képes szabalyozni az EMT-t a Snail transzkripcids faktoron keresztiil [99] és az
SHP2/Grb2/PI3K/AKT jelétviteli kaszkadon keresztiil tiidérakban [133]. A Grb2 szerepe az
EMT szabalyozéasaban tjabb résztvevot jelent a Tks4 halozataban. A halozat elemzés arra is
ramutatott, hogy az Sre tirozin-kinaz is része a Tks4 szignalhdlozatanak. Az Src is az EGFR
jelatviteli utvonalhoz tartozik, €s foszforilacié révén szabéalyozza az EMT eseményeit [117]. A
Tks4 ¢és az Src kozotti interakcidval kapesolatos tanulméanyok kimutattak, hogy a Tks4 az Src-
t a plazmamembranhoz rogziti, és dokkoldhelyként szolgal az EGFR és az Src szamara
[33,105]. Raadésul tobb olyan molekula is kotddik a Tks4-hez, amelyek az Src kinaz
szubsztratjai, ami tovabb ndveli ennek a fehérjehdlozatnak a komplexitasat (a fekete nyilak
mutatjak a 29. abran), példaul ilyen a Grb2 is. A Grb2 tovabbi fehérjéket toboroz az EGFR ¢és
az AKT tutvonalakhoz, és egyidejlileg moduldlja a sejtek motilitasat és az EMT-vel kapcsolatos
eseményeket is a Tks4-gyel egyiitt. Ezért azt feltételezziik, hogy a tiidéraksejtekben a Tks4
csokkent expresszidja megzavarhatja a specifikus partnermolekulak kolcsonhatasait vagy

sejtszintii lokalizacidjat, ami potencialisan az EMT fokozott inicidcidjahoz vezethet.

A Tks4-kozpontu interaktomnak tovabbi adaptorfehérjék (példaul SH3KBP1, CD2AP) is
részei. A Tks4-IP-MS és a Tks4-IP-WB kisérletek is megerdsitették, hogy a CD2AP is a Tks4-
hez kapcsolodik a vizsgalt sejttipusokban is [64]. A CD2AP egy olyan adaptorfehérje, amely
elsdsorban a dinamikus aktin-citoszkeleton atrendezddési folyamatokban vesz részt [134].
Csoportunk irta le elsdként, hogy a Tks4 és a CD2AP expresszios aranya a human vastagbélrak
sejtekben befolyasolhatja az EMT sejtes eseményeit, €s diagnosztikai szerepe is van a
vastagbélrakban [64,135].

A Tks4-hez kapcsoloddo EMT-t szabalyozé molekulak analizisén til nyilvanvald, hogy a Tks4
partnerei kozvetleniil kolcsonhatasba léphetnek egymassal is, és halozatot alkothatnak (29.
abra). Ezen 0Osszetett kapcsolatok koziil a cortactin és a CD2AP kozotti kapcsolat
kulcsfontossagli kozvetitd szerepet jatszik az aktin citoszkeleton atrendezddésében a sejtek
mozgésa soran azaltal, hogy jeleket tovabbit a WASP és dynamin2 fehérjék felé [136]. Tovabba,
az ebben a komplexben részt vevd adaptorfehérjék hasonld kotdpartnerekkel rendelkeznek,
amit az is alatdmaszt, hogy mind a CAPZA1, mind a cortactin kézvetleniil kotddik a Tks4 és a
CD2AP molekulakhoz is [137,138].

Mivel irodalmi adatokbdl ismerjiik, hogy a Tks4 interaktom jelatviteli molekulai eltérd

hatasokat gyakorolhatnak az EMT szabélyozasara €s az aktin atrendezddésre a fentebb mar
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emlitett esetekben, ezért megallapithatjuk, hogy az egész jelatviteli utvonal végkimenetele
nagymértékben kontextusfiiggd ¢és sejttipusfiiggd. A Tks4-interaktom 0Osszetétele és a
komponensek ardnya fontos szerepet jatszik a jelatviteli utak finomszabalyozéasaban, ezéltal
meghatarozza az EMT folyamatanak végkimenetelét. Hipotézisiink szerint, egyes sejtekben az
EMT-t elémozdito, maskor pedig az azt gatlo effektorok dominélnak a fehérje komplexben, és
ezek Osszessége hatdrozza meg, hogy a sejtdifferencidciéo mezenchimalis iranyba terelddik-e el
vagy sem. Ez a jelenség is kozre jatszhat a tumorsejtpopulacidban jelen 1évé mezenchimalis
plaszticitas kialakulasahoz. A bemutatott in vitro sejtes kisérleteim Osszességében arra mutattak
rd, hogy a Tks4 hianya a tumoros sejtekben hibrid EMT folyamatot indukal, mig a HUES9
MSC sejtekben ezt a folyamatot enyhén lassitja, a tovabbi differenciacid/elkotelezodés 1€péseit
akadalyozhatja. Ez arra utal, hogy a normal és tumoros sejtek eltéréen reagalnak a Tks4
hianyara. A targyalt eredmények azt mutatjak, hogy a Tks4 és az altala szervezett
halézatban (29. abra) részt vevé molekulak jelenléte egyiittesen jarulnak hozza az EMT-

szeru folyamatok, az invadopddia képzodés és a differenciacié szabalyozasahoz.

Osszefoglalva, ez a doktori kutatas jelentdsen bdviti ismereteinket a Tks4 interaktomrol és
annak szerepérdl az embriondlis dssejtekben ¢€s tiidoraksejtekben zajlo EMT-szer(i folyamatok
szabalyozasaban (32. abra). Eredményeink arra utalnak, hogy a Tks4 expresszids szintje €s
fehérje-interakcioi eddig nem feltart paraméterek az EMT iranyitdsdban. PhD disszertdciomban
bemutattam, hogy a Tks4 hidnya tobbféle sejtfunkcié zavardhoz vezethet, mivel a Tks4 képes
befolyasolni az EMT folyamatokat, a sejtmigraciot és az invadopddiumok képzddését,
valdszinlisithetd, hogy az effektor kotOpartnereinek aktualis kombinaciojatol fiiggden.
Bemutattam, hogy a Tks4 szintje, mint kozponti allvanyfehérje, jelentds hatassal van a tiido
tumor progresszidjara. Tovabba, a Tks4 hidnya az embrionalis fejlédés soran megzavarhatja a
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szindroma (FTHS) fenotipusos tiineteivel.
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32.4abra: PhD disszertacidmban bemutatott eredmények 6sszefoglalasa.
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6. Osszefoglalas
A kozelmultban jelent meg a hibrid epitelidlis-mezenchimalis 4tmenet (EMT) fogalma a

tudomanyos irodalomban, amelynek jelentése az, hogy a sejtek egyidOben epitelidlis ¢és
mezenchimalis markereket is expresszalnak, amely sordn rugalmasan mozognak az epitelialis-
mezenchimalis tengelyen. Munkdm soran az embrionalis fejlodésben végbemend EMT
megjelenését €s a tumorszovetben megfigyelheté EMT-szeri folyamatokat vizsgaltam kiilonos
tekintettel a Tks4 fehérjére, mint Gjonnan felfedezett EMT-t befolyasold faktorra. A Tks4 egy
allvanyfehérje, melynek mutacidja (génnév: SH3PXD2B) egy ritka, velesziiletett betegséget a
Frank-Ter Haar szindromat (FTHS) okozza. Tovabba a Tks4 szintjének vizsgalatit egyre
fokozottabban kutatjak, mint potencialis biomarkert bizonyos raktipusokban.

Hipotézisiink szerint, a Tks4 hianyaval Osszefliggd, rendellenes EMT szabalyozas jelentds
szerepet jatszhat mind a FTHS fenotipusanak kialakuldsdban, mind a tumor fejlédésében.

Az embriondlis dssejtekben a szabalyozott mezenchimalis iranya differencidcionak jelentds
szerepe van a mezodermalis sejtek kialakulasakor, igy ennek vizsgalatara egy in vitro Tks4-KO
embriondlis Ossejt (HUES9) modellrendszert hoztam létre, ahol az eredményeim azt mutattak,
hogy a Tks4-KO pluripotens Ossejtekbdl differencialtatott, mezenchimalis (MSC) éssejtekben
a mezodermalis markerek (Snail és FoxA2) expresszios szintje csokkent, illetve a csontszdvet
kialakuldsdban szerepet jatszo (GATA4, GSC) transzkripcids faktorok szintje alacsonyabb volt
a Tks4-KO MSCk-ben, mint a WT sejtekben. Ezek az eredmények megerdsitik azt a hipotézist,
hogy a Tks4 hianya lassitja a normal sejtekben a mezenchimalis irdnyu differencialodast,
illetve, hogy a Tks4-nek szerepe van a csontszovet-képzddésben, ami Osszefligghet az FTHS
betegek csontfenotipusaval.

PhD munkdm maésik részében vizsgaltam tiidé adenokarcindma sejtekben (A549)
CRISPR/Cas9 technologiat alkalmazva a Tks4 kiiités hatasait. A Tks4 hianya egy EMT-szer(i
hibrid fenotipus kialakulasat okozta. Tiidérakos szovetekbdl szdrmazd mintakbol RT-qPCR
mérésekkel kimutattam, hogy a Tks4 potencialis biomarkerként szolgalhat az egészséges €s a
rakos tiidészovetek megkiilonboztetésére. Ahhoz, hogy bdvitsiik az ismereteinket a Tks4
szerepérol az EMT-szerli folyamatok szabalyozasdban embriondlis Ossejtekben és
tiidoraksejtekben, megvizsgaltam a Tks4 interaktomjat is, és 0j partnereket azonositottam (pl.
CAPZA1 fehérjét) Tks4-IP-tomegspektrometrids és Tks4-IP-Western blot modszerekkel.
Eredményeim azt mutattdk, hogy a Tks4, mint kézponti allvanyfehérje, az altala szabalyozott
interaktom Osszetételétdl fiiggden hatdssal lehet a tiidétumor progresszidjara, valamint az

embrionalis fejlédés soran megzavarhatja a csontdifferenciaciot.
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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
(Snail 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. CAPZATI 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.

83



8. Publikaciok
Az értekezés alapjaul szolgalo publikaciok:

Laszl6, L.; Maczelka, H.; Takacs, T.; Kurilla, A.; Tilajka, A.; Buday, L.; Vas, V.; Apati, A. A
Novel Cell-Based Model for a Rare Disease: The Tks4-KO Human Embryonic Stem Cell
Line as a Frank-Ter Haar Syndrome Model System. Int. J. Mol. Sci. 2022, 23,
do0i:10.3390/ijms23158803.

IF: 4,9

Laszlo, L.; Kurilla, A.; Tilajka, A.; Pancsa, R.; Takécs, T.; Novak, J.; Buday, L.; Vas, V.

Unveiling Epithelial Plasticity Regulation in Lung Cancer: Exploring the Crosstalk Among

Tks4 Scaffold Protein Partners. Mol. Biol. Cell 2024, 1-19, doi:10.1091/mbc.e24-03-0103.
IF: 3,1

Egyéb publikaciok a PhD idészak alatt:

Laszlé, L.; Kurilla, A.; Takécs, T.; Kudlik, G.; Koprivanacz, K.; Buday, L.; Vas, V. Recent
Updates on the Significance of KRAS Mutations in Colorectal Cancer Biology. Cells 2021,
10, 1-19, doi:10.3390/CELLS10030667.

IF: 5,1

Sipeki, S.; Koprivanacz, K.; Takacs, T.; Kurilla, A.; Laszlo, L.; Vas, V.; Buday, L. Novel
Roles of SH2 and SH3 Domains in Lipid Binding. Cells 2021, 10,
doi:10.3390/CELLS10051191.

IF: 5,1

Kurilla, A.; Laszld, L.; Takéacs, T.; Tilajka, A.; Lukacs, L.; Novék, J.; Pancsa, R.; Buday, L.;
Vas, V. Studying the Association of TKS4 and CD2AP Scaffold Proteins and Their
Implications in the Partial Epithelial-Mesenchymal Transition (EMT) Process. Int. J. Mol. Sci.
2023, 24, doi:10.3390/1JMS242015136.

IF: 4,9

Tilajka, A.; Kurilla, A.; Laszld, L.; Lovrics, A.; Novak, J.; Takacs, T.; Buday, L.; Vas, V.
Predictive value analysis of the interaction network of Tks4 scaffold protein in colon cancer.
Front. Mol. Biosci. 2024, 11, 1-15, doi:10.3389/fmolb.2024.1414805.

IF: 3,9

Takécs, T.; Laszld, L.; Tilajka, A.; Novak, J.; Buday, L.; Vas, V. Insulin receptor substrate 1 is
a novel member of EGFR signaling in pancreatic cells. Eur. J. Cell Biol. 2024, 103,
doi:10.1016/j.ejcb.2024.151457.

IF: 4,5

Nem a PhD iddszak alatt keletkezett konyvfejezet:

Ivén P. Uray and Loretta Laszl6 Translation of Effects of Retinoids and Rexinoids:
Extraction and Quality Assessment of RNA from Formalin-Fixed Tissues. Retin. Rexinoid
Signal. Methods Protoc. Methods Mol. Biol. 2019, 2019, 225-236, do1:10.1007/978-1-4939-
9585-1.

(IF meghatdrozas a 2023-as IF lista alapjan)

84



Konferencia kivonatok

Significance of Tks4 scaffold protein in embryonic stem cell differentiation: First steps in
establishment of a new Tks4-KO HUES?O cells: Loretta Laszlo, Beata Haraszti, Laszlo
Buday, Balint Szeder, Hédi Maczelka, Tamas 1. Orbéan, Virag Vas, Agota Apati, Hungarian
Molecular Life Sciences — Eger, 2021 — poszter (https://2021.hunlifesci.hu/)

The role of Tks4 scaffold protein in tumor biology: Loretta Laszl6, Tamas Takacs, Almos
Tilajka, Anita Kurilla, Laszl6 Buday, Virag Vas, Annual Meeting of the Hungarian
Biochemical Society- Pécs, 2022- eléadas (https://network.febs.org/posts/annual-meeting-of-
the-hungarian-biochemical-society-2022)

Multiverse of scaffold proteins- what role has the absence of Tks4 scaffold protein in tumor
biology and embryonic development?: Loretta Laszlé, Tamés Takacs, Almos Tilajka, Anita
Kurilla, Laszl6 Buday, Virag Vas, 8th meeting of the invadosome consortium, Séte, France,
2022 - poszter & flash poszter prezentacio (https://www.atoutcom.com/invadosome/)

Crosstalk between the partner molecules of Tks4 adaptor protein represents an the EMT
program regulating mechanism: Loretta Laszl6, Anita Kurilla, Tamas Takécs, Almos Tilajka,
Julianna Novak, Laszl6 Buday, Virag Vas, Hungarian Molecular Life Sciences — Eger, 2023 —
poszter (https://2023.hunlifesci.hu/)

85


https://2021.hunlifesci.hu/
https://network.febs.org/posts/annual-meeting-of-the-hungarian-biochemical-society-2022
https://network.febs.org/posts/annual-meeting-of-the-hungarian-biochemical-society-2022
https://2023.hunlifesci.hu/

9. Koszonetnyilvanitas

Szeretnék koszonetet nyilvanitani Dr. Buday Laszlonak, aki lehetdvé tette szdmomra, hogy
kutatocsoportjaban végezhessem el a PhD kutatdsomat. Koszondm témavezetémnek, Dr. Vas
Viragnak, azt, hogy egyengette utamat a PhD fel¢ vezetd uton, koszondm, hogy szakmai
tamogatasara, értékes tandcsaira mindig szémithattam. Szeretnék koszontet nyilvanitani
kutatocsoportunk tovabbi tagjainak (Haidarné Solti Zitanak, Kurilla Anitanak, Takécs

Tamasnak, Tilajka Almosnak, Novak Juliannénak) akik segitették munkamat.

Szeretnék koszonetet mondani Dr. Apati Agotanak és kutatocsoportjanak (Maczelka Hédinek
¢és Haraszti Beanak), valamint Dr. Pancsa Ritanak, akikkel kooperacioban dolgozhattam egyiitt

¢s igy elosegitették kutatdsom eldremenetelét.

Koszonom Dr. Nyitray Laszlonak ¢és Dr. Kovacs Mihdlynak, hogy doktoranduszként
tanulmanyaimat az ELTE, TTK, Biologia Doktori Iskola Szerkezeti Biokémia Doktori

Programjaban végezhettem el.

Szeretném megkdszonni a csaladomnak, hogy hittek bennem és nem engedték, hogy feladjam

az almaimat és mellettem voltak végig ezen a kalandos tton.

Végezetiil szeretnék koszonetet mondani a férjemnek, aki tiirelmével és tadmogatasaval
végigkisért minden nehézségen, mindig mellettem allt, és aki, bar nem biologus, mar fejbol

tudja, mi az a Tks4...

86



10. Irodalomjegyzék

10.

11.

12.

13.

Bornes, L.; Belthier, G.; van Rheenen, J. Epithelial-to-mesenchymal transition in the
light of plasticity and hybrid e/m states. J. Clin. Med. 2021, 10,
doi:10.3390/jcm10112403.

Datta, A.; Deng, S.; Gopal, V.; Yap, K.C.H.; Halim, C.E.; Lye, M.L.; Ong, M.S_; Tan,
T.Z.; Sethi, G.; Hooi, S.C.; et al. Cytoskeletal Dynamics in Epithelial-Mesenchymal
Transition: Insights into Therapeutic Targets for Cancer Metastasis. Cancers 2021, Vol.
13, Page 1882 2021, 13, 1882, doi:10.3390/CANCERS13081882.

Kim, D.H.; Xing, T.; Yang, Z.; Dudek, R.; Lu, Q.; Chen, Y.H. Epithelial Mesenchymal
Transition in Embryonic Development, Tissue Repair and Cancer: A Comprehensive
Overview. J. Clin. Med. 2018, Vol. 7, Page 1 2018, 7, 1, doi:10.3390/JCM7010001.

Chen, M.; Zhu, W.; Liang, Z.; Yao, S.; Zhang, X.; Zheng, Y. Effect of F-Actin
Organization in Lamellipodium on Viscoelasticity and Migration of Huh-7 Cells Under

pH Microenvironments Using AM-FM Atomic Force Microscopy. Front. Phys. 2021,
9, 1-12, doi:10.3389/fphy.2021.674958.

Ribatti, D.; Tamma, R.; Annese, T. Epithelial-Mesenchymal Transition in Cancer: A
Historical Overview. Transl. Oncol. 2020, 13, 100773,
doi:10.1016/j.tranon.2020.100773.

Sivagurunathan, S.; Vahabikashi, A.; Yang, H.; Zhang, J.; Vazquez, K.; Rajasundaram,
D.; Politanska, Y.; Abdala-Valencia, H.; Notbohm, J.; Guo, M.; et al. Expression of
vimentin alters cell mechanics, cell-cell adhesion, and gene expression profiles
suggesting the induction of a hybrid EMT in human mammary epithelial cells. Front.
Cell Dev. Biol. 2022, 10, 1-16, doi:10.3389/fcell.2022.929495.

Debnath, P.; Huirem, R.S.; Bhowmick, A.; Ghosh, A.; Ghosh, D.; Dutta, P.; Maity, D.;
Palchaudhuri, S. Epithelial mesenchymal transition induced nuclear localization of the
extracellular matrix protein Fibronectin. Biochimie 2024, 219, 142—145,
doi:10.1016/J.BIOCHI.2023.11.011.

Li, C.H.; Hsu, T.L.; Chang, Y.C.; Chan, M.H.; Lu, P.J.; Hsiao, M. Stationed or
relocating: The seesawing emt/met determinants from embryonic development to
cancer metastasis. Biomedicines 2021, 9, doi:10.3390/biomedicines9091265.

Celia-Terrassa, T.; Kang, Y. How important is EMT for cancer metastasis? PLoS Biol.
2024, 22, 1-18, doi:10.1371/journal.pbio.3002487.

Brabletz, T.; Kalluri, R.; Nieto, M.A.; Weinberg, R.A. EMT in cancer. Nat. Rev.
Cancer 2018, 18, 128-134, d0i:10.1038/nrc.2017.118.

Kim, Y.S.; Yi, B.R.; Kim, N.H.; Choi, K.C. Role of the epithelial-mesenchymal
transition and its effects on embryonic stem cells. Exp. Mol. Med. 2014, 46, 1-6,
doi:10.1038/emm.2014.44.

Thiery, J.P.; Acloque, H.; Huang, R.Y.J.; Nieto, M.A. Epithelial-Mesenchymal
Transitions in Development and Disease. Cell 2009, 139, 871-890,
doi:10.1016/j.cell.2009.11.007.

Saitoh, M. Involvement of partial EMT in cancer progression. J. Biochem. 2018, 164,
257-264, doi:10.1093/IB/MVY047.

87



14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

Schaeffer, D.; Somarelli, J.A.; Hanna, G.; Palmer, G.M.; Garcia-Blanco, M.A. Cellular
Migration and Invasion Uncoupled: Increased Migration Is Not an Inexorable
Consequence of Epithelial-to-Mesenchymal Transition. Mol. Cell. Biol. 2014, 34,
34863499, doi:10.1128/MCB.00694-14.

Odero-Marah, V.; Hawsawi, O.; Henderson, V.; Sweeney, J. Epithelial-mesenchymal
transition (EMT) and prostate cancer. Adv. Exp. Med. Biol. 2018, 1095, 101-110,
doi:10.1007/978-3-319-95693-0 6.

Wang, Y.; Zhou, B.P. Epithelial-mesenchymal transition in breast cancer progression
and metastasis. Chin. J. Cancer 2011, 30, 603—-611, doi:10.5732/CJC.011.10226.

Yang, J.; Liu, Y.; Liu, S. The role of epithelial-mesenchymal transition and autophagy
in pancreatic ductal adenocarcinoma invasion. Cell Death Dis. 2023, 14,
doi:10.1038/s41419-023-06032-3.

Legras, A.; Pécuchet, N.; Imbeaud, S.; Pallier, K.; Didelot, A.; Roussel, H.; Gibault, L.;
Fabre, E.; Le Pimpec-Barthes, F.; Laurent-Puig, P.; et al. Epithelial-to-Mesenchymal
Transition and MicroRNAs in Lung Cancer. Cancers 2017, Vol. 9, Page 101 2017, 9,
101, doi:10.3390/CANCERS9080101.

Van Zijl, F.; Zulehner, G.; Petz, M.; Schneller, D.; Kornauth, C.; Hau, M.; Machat, G.;
Grubinger, M.; Huber, H.; Mikulits, W. Epithelial-Mesenchymal Transition in
Hepatocellular Carcinoma. Futur. Oncol. 2009, 5, 1169-1179, doi:10.2217/FON.09.91.

Xu, K.; Zhang, C.; Du, T.; Gabriel, A.N.A.; Wang, X.; Li, X.; Sun, L.; Wang, N_;
Jiang, X.; Zhang, Y. Progress of exosomes in the diagnosis and treatment of lung
cancer. Biomed. Pharmacother. 2021, 134, 111111, doi:10.1016/j.biopha.2020.111111.

Nooreldeen, R.; Bach, H. Current and future development in lung cancer diagnosis. Int.
J. Mol. Sci. 2021, 22, doi:10.3390/ijms22168661.

Bremnes, R.M.; Veve, R.; Hirsch, F.R.; Franklin, W.A. The E-cadherin cell—cell
adhesion complex and lung cancer invasion, metastasis, and prognosis. Lung Cancer
2002, 36, 115-124, doi:10.1016/S0169-5002(01)00471-8.

You, J.; Li, M.; Cao, L.M.; Gu, Q.H.; Deng, P.B.; Tan, Y.; Hu, C.P. Snaill-dependent
cancer-associated fibroblasts induce epithelial-mesenchymal transition in lung cancer
cells via exosomes. QJM An Int. J. Med. 2019, 112, 581-590,
doi:10.1093/QIMED/HCZ093.

Matsubara, T.; Tagawa, T.; Takada, K.; Toyokawa, G.; Shimokawa, M.; Kozuma, Y ;
Akamine, T.; Haro, A.; Osoegawa, A.; Mori, M. Clinical and Prognostic Significance
of the Epithelial-Mesenchymal Transition in Stage IA Lung Adenocarcinoma: A
Propensity Score—Matched Analysis. Clin. Lung Cancer 2019, 20, e504—e513,
doi:10.1016/J.CLLC.2019.04.006.

Zhou, L.; Yu, L.; Wu, S.; Feng, Z.; Song, W.; Gong, X. Clinicopathological
significance of KAIl expression and epithelial-mesenchymal transition in non-small
cell lung cancer. World J. Surg. Oncol. 2015, 13, 1-8, doi:10.1186/S12957-015-0657-
8/TABLES/3.

Xiao, D.; He, J. Epithelial mesenchymal transition and lung cancer. J. Thorac. Dis.
2010, 2, 154, doi:10.3978/J. ISSN.2072-1439.2010.02.03.7.

Li, F.; Song, Q.Z.; Zhang, Y .F.; Wang, X.R.; Cao, L.M.; Li, N.; Zhao, L.X.; Zhang,

88



28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

S.X.; Zhuang, X.F. Identifying the EMT-related signature to stratify prognosis and
evaluate the tumor microenvironment in lung adenocarcinoma. Front. Genet. 2022, 13,
1008416, doi:10.3389/FGENE.2022.1008416/BIBTEX.

DiRusso, C.J.; Dashtiahangar, M.; Gilmore, T.D. Scaffold proteins as dynamic
integrators of biological processes. J. Biol. Chem. 2022, 298, 102628,
doi:10.1016/;.jbc.2022.102628.

Mukherjee, S.; Low, B.C. Scaffold Proteins and their Roles in Human Diseases. Proc.
Singapore Natl. Acad. Sci. 2020, 14, 15-29, do0i:10.1142/s2591722620400025.

Peng, P.-H.; Hsu, K.-W.; Wu, K.-J. Liquid-liquid phase separation (LLPS) in cellular
physiology and tumor biology. Am. J. Cancer Res. 2021, 11, 3766.

Wang, B.; Zhang, L.; Dai, T.; Qin, Z.; Lu, H.; Zhang, L.; Zhou, F. Liquid-liquid phase
separation in human health and diseases. Signal Transduct. Target. Ther. 2021 61
2021, 6, 1-16, doi:10.1038/s41392-021-00678-1.

Kudlik, G.; Takacs, T.; Radnai, L.; Kurilla, A.; Szeder, B.; Koprivanacz, K.; Mero,
B.L.; Buday, L.; Vas, V. Advances in Understanding TKS4 and TKSS5: Molecular
Scaffolds Regulating Cellular Processes from Podosome and Invadopodium Formation
to Differentiation and Tissue Homeostasis. Int. J. Mol. Sci. 2020, 21, 1-28,
doi:10.3390/1JMS21218117.

Diilk, M.; Szeder, B.; Glatz, G.; Mero, B.L.; Koprivanacz, K.; Kudlik, G.; Vas, V.;
Sipeki, S.; Cserkaszky, A.; Radnai, L.; et al. EGF Regulates the Interaction of Tks4
with Src through Its SH2 and SH3 Domains. Biochemistry 2018, 57, 4186—4196,
doi:10.1021/acs.biochem.8b00084.

Merd, B.; Koprivanacz, K.; Cserkaszky, A.; Radnai, L.; Vas, V.; Kudlik, G.; Gogl, G.;
Sok, P.; Poti, A.L.; Szeder, B.; et al. Characterization of the intramolecular interactions
and regulatory mechanisms of the scaffold protein tks4. Int. J. Mol. Sci. 2021, 22,
8103, doi:10.3390/1JMS22158103/S1.

Linder, S.; Cervero, P.; Eddy, R.; Condeelis, J. Mechanisms and roles of podosomes
and invadopodia. Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 2022 242 2022, 24, 86—-106,
doi:10.1038/s41580-022-00530-6.

Alonso, F.; Spuul, P.; Daubon, T.; Kramer, Ij.; Génot, E. Variations on the theme of
podosomes: A matter of context. Biochim. Biophys. Acta - Mol. Cell Res. 2019, 1866,
545-553, doi:10.1016/J. BBAMCR.2018.12.009.

Murphy, D.A.; Courtneidge, S.A. The “ins” and “outs” of podosomes and invadopodia:
Characteristics, formation and function. Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 2011, 12, 413-426,
doi:10.1038/nrm3141.

Buschman, M.D.; Bromann, P.A.; Cejudo-Martin, P.; Wen, F.; Pass, I.; Courtneidge,
S.A. The novel adaptor protein Tks4 (SH3PXD2B) is required for functional podosome
formation. Mol. Biol. Cell 2009, 20, 1302-11, doi:10.1091/mbc.E08.

Abram, C.L.; Seals, D.F.; Pass, L.; Salinsky, D.; Maurer, L.; Roth, T.M.; Courtneidge,
S.A. The adaptor protein fish associates with members of the ADAMs family and
localizes to podosomes of Src-transformed cells. J. Biol. Chem. 2003, 278, 16844—
16851, doi:10.1074/JBC.M300267200/ASSET/58004359-8525-4BBC-85AB-
5908F71D4045/MAIN.ASSETS/GR8.JPG.

89



40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

lizuka, S.; Abdullah, C.; Buschman, M.D.; Diaz, B.; Courtneidge, S.A. The role of Tks
adaptor proteins in invadopodia formation, growth and metastasis of melanoma.
Oncotarget 2016, 7, 78473, doi:10.18632/ONCOTARGET.12954.

Abdellatef, S.; Fakhoury, I.; Haddad, M. Al; Jaafar, L.; Maalouf, H.; Hanna, S.; Khalil,
B.; El Masri, Z.; Hodgson, L.; El-Sibai, M. StarD13 negatively regulates invadopodia
formation and invasion in high-grade serous (HGS) ovarian adenocarcinoma cells by
inhibiting Cdc42. Eur. J. Cell Biol. 2022, 101, 1-37, doi:10.1016/j.ejcb.2021.151197.

Al Haddad, M.; EI-Rif, R.; Hanna, S.; Jaafar, L.; Dennaoui, R.; Abdellatef, S.;
Miskolci, V.; Cox, D.; Hodgson, L.; El-Sibai, M. Differential regulation of rho
GTPases during lung adenocarcinoma migration and invasion reveals a novel role of

the tumor suppressor StarD13 in invadopodia regulation. Cell Commun. Signal. 2020,
18, 1-20, doi:10.1186/s12964-020-00635-5.

Whitehead, C.A.; Nguyen, H.P.T.; Morokoft, A.P.; Luwor, R.B.; Paradiso, L.; Kaye,
A.H.; Mantamadiotis, T.; Stylli, S.S. Inhibition of Radiation and Temozolomide-
Induced Invadopodia Activity in Glioma Cells Using FDA-Approved Drugs. Transl.
Oncol. 2018, 11, 14061418, doi:10.1016/j.tranon.2018.08.012.

Saykali, B.A.; El-Sibai, M. Invadopodia, Regulation, and Assembly in Cancer Cell
Invasion. Cell Commun. Adhes. 2014, 21, 207-212,
doi:10.3109/15419061.2014.923845.

Saini, P.; Courtneidge, S.A. Tks adaptor proteins at a glance. J. Cell Sci. 2018, 131,
doi:10.1242/JCS.203661/56744.

Leong, H.S.; Robertson, A.E.; Stoletov, K.; Leith, S.J.; Chin, C.A.; Chien, A.E.;
Hague, M.N.; Ablack, A.; Carmine-Simmen, K.; McPherson, V.A_; et al. Invadopodia

Are Required for Cancer Cell Extravasation and Are a Therapeutic Target for
Metastasis. Cell Rep. 2014, 8, 1558-1570, doi:10.1016/j.celrep.2014.07.050.

Igbal, Z.; Cejudo-Martin, P.; de Brouwer, A.; van der Zwaag, B.; Ruiz-Lozano, P.;
Scimia, M.C.; Lindsey, J.D.; Weinreb, R.; Albrecht, B.; Megarbane, A.; et al.
Disruption of the Podosome Adaptor Protein TKS4 (SH3PXD2B) Causes the Skeletal
Dysplasia, Eye, and Cardiac Abnormalities of Frank-Ter Haar Syndrome. Am. J. Hum.
Genet. 2010, 86, 254-261, doi:10.1016/J.AJHG.2010.01.009.

Mao, M.; Thedens, D.R.; Chang, B.; Harris, B.S.; Zheng, Q.Y .; Johnson, K.R.;
Donahue, L.R.; Anderson, M.G. The podosomal-adaptor protein SH3PXD2B is

essential for normal postnatal development. Mamm. Genome 2009, 20, 462475,
doi:10.1007/s00335-009-9210-9.

Bendon, C.L.; Fenwick, A.L.; Hurst, J.A.; Niirnberg, G.; Niirnberg, P.; Wall, S.A ;
Wilkie, A.O.M.; Johnson, D. Frank-ter Haar syndrome associated with sagittal

craniosynostosis and raised intracranial pressure. BMC Med. Genet. 2012, 13,
doi:10.1186/1471-2350-13-104.

Borrone, C.; Di Rocco, M.; Crovato, F.; Camera, G.; Gambini, C. New multisystemic
disorder involving heart valves, skin, bones, and joints in two brothers. Am. J. Med.
Genet. 1993, 46, 228-234, d0i:10.1002/ajmg.1320460225.

Chang, T.C.; Bauer, M.; Puerta, H.S.; Greenberg, M.B.; Cavuoto, K.M. Ophthalmic
findings in Frank-ter Haar syndrome: report of a sibling pair. J. A4POS 2017, 21, 514—
516, doi:10.1016/j.jaapos.2017.07.216.

90



52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

Hamel, B.C.J.; Draaisma, J.M.T.; Pinckers, A.J.L.G.; Boetes, C.; Hoppe, R.L.E.;
Ropers, H.H.; Brunner, H.G. Autosomal recessive Melnick-Needles syndrome or ter

Haar syndrome? Report of a patient and reappraisal of an earlier report. Am. J. Med.
Genet. 1995, 56, 312-316, doi:10.1002/AJMG.1320560320.

Maas, S.M.; Kayserili, H.; Lam, J.; Apak, M.Y.; Hennekam, R.C.M. Further
delineation of Frank—ter Haar syndrome. Am. J. Med. Genet. Part A 2004, 1314, 127—
133, doi:10.1002/AIMG.A.30244.

Mégarbané, K.Tomey, and G.W. Congenital Glaucoma, Limb Deformities, Skeletal
Dysplasia, and Facial Anomalies: Report of Another Family. J. Med. Genet 1997, 73,
67-71, doi:10.1002/(SICI)1096-8628(19971128)73:1.

Ter Haar, B.; Hamel, B.; Hendriks, J.; De Jager, J. Melnick-Needles syndrome:
Indication for an autosomal recessive form. Am. J. Med. Genet. 1982, 13, 469-477,
doi:10.1002/AJMG.1320130418.

Wilson, G.R.; Sunley, J.; Smith, K.R.; Pope, K.; Bromhead, C.J.; Fitzpatrick, E.; Di
Rocco, M.; Van Steensel, M.; Coman, D.J.; Leventer, R.J.; et al. Mutations in

SH3PXD2B cause Borrone dermato-cardio-skeletal syndrome. Eur. J. Hum. Genet.
2014 226 2013, 22, 741-747, doi:10.1038/ejhg.2013.229.

Zemojtel, T.; Kohler, S.; Mackenroth, L.; Jager, M.; Hecht, J.; Krawitz, P.; Graul-
Neumann, L.; Doelken, S.; Ehmke, N.; Spielmann, M.; et al. Effective diagnosis of
genetic disease by computational phenotype analysis of the disease-associated genome.
Sci. Transl. Med. 2014, 6, doi:10.1126/SCITRANSLMED.3009262/SUPPL_FILE/6-
252RA123 TABLE S6.ZIP.

Zrhidri, A.; Jaouad, I.C.; Lyahyai, J.; Raymond, L.; Egéa, G.; Taoudi, M.; El
Mouatassim, S.; Sefiani, A. Identification of two novel SH3PXD2B gene mutations in

Frank-Ter Haar syndrome by exome sequencing: Case report and review of the
literature. Gene 2017, 628, 190-193, doi:10.1016/J.GENE.2017.07.011.

Durand, B.; Stoetzel, C.; Schaefer, E.; Calmels, N.; Scheidecker, S.; Kempf, N.; De
Melo, C.; Guilbert, A.S.; Timbolschi, D.; Donato, L.; et al. A severe case of Frank-ter
Haar syndrome and literature review: Further delineation of the phenotypical spectrum.
Eur. J. Med. Genet. 2020, 63, 103857, doi:10.1016/J.EJMG.2020.103857.

Diilk, M.; Kudlik, G.; Fekete, A.; Ernszt, D.; Kvell, K.; Pongracz, J.E.; Mero, B.L.;
Szeder, B.; Radnai, L.; Geiszt, M.; et al. The scaffold protein Tks4 is required for the
differentiation of mesenchymal stromal cells (MSCs) into adipogenic and osteogenic
lineages. Sci. Reports 2016 61 2016, 6, 1-9, doi:10.1038/srep34280.

Vas, V.; Kovécs, T.; Kérmendi, S.; Brédy, A.; Kudlik, G.; Szeder, B.; Mezd, D.;
Kaéllai, D.; Koprivanacz, K.; Mer6, B.L.; et al. Significance of the Tks4 scaffold protein
in bone tissue homeostasis. Sci. Reports 2019 91 2019, 9, 1-10, doi:10.1038/s41598-
019-42250-6.

Szeder, B.; Tarnoki-Zach, J.; Lakatos, D.; Vas, V.; Kudlik, G.; Merd, B.; Koprivanacz,
K.; Béanyai, L.; Hamori, L.; Réna, G.; et al. Absence of the Tks4 Scaffold Protein
Induces Epithelial-Mesenchymal Transition-Like Changes in Human Colon Cancer
Cells. Cells 2019, Vol. 8, Page 1343 2019, 8, 1343, doi:10.3390/CELLS8111343.

Jacksi, M.; Schad, E.; Buday, L.; Tantos, A. Absence of Scaffold Protein Tks4 Disrupts
Several Signaling Pathways in Colon Cancer Cells. Int. J. Mol. Sci. 2023, 24, 1310,

91



64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

doi:10.3390/1JMS24021310/S1.

Kurilla, A.; Laszlo, L.; Takacs, T.; Tilajka, A.; Lukécs, L.; Novak, J.; Pancsa, R.;
Buday, L.; Vas, V. Studying the Association of TKS4 and CD2AP Scaffold Proteins
and Their Implications in the Partial Epithelial-Mesenchymal Transition (EMT)
Process. Int. J. Mol. Sci. 2023, 24, doi:10.3390/1JMS242015136.

Zhu, Y.; Hu, Y.; Wang, P.; Dai, X.; Fu, Y.; Xia, Y.; Sun, L.; Ruan, S. Comprehensive
bioinformatics and experimental analysis of SH3PXD2B reveals its carcinogenic effect
in gastric carcinoma. Life Sci. 2023, 326, 121792, do0i:10.1016/J.LFS.2023.121792.

Kui, X.; Wang, Y.; Zhang, C.; L1, H.; Li, Q.; Ke, Y.; Wang, L. Prognostic value of
SH3PXD2B (Tks4) in human hepatocellular carcinoma: a combined multi-omics and
experimental study. BMC Med. Genomics 2021, 14, 1-10, doi:10.1186/512920-021-
00963-6/FIGURES/3.

Zhang, S.; Pang, K.; Feng, X.; Zeng, Y. Transcriptomic data exploration of consensus
genes and molecular mechanisms between chronic obstructive pulmonary disease and
lung adenocarcinoma. Sci. Reports 2022 1212022, 12, 1-14, doi:10.1038/s41598-022-
17552-x.

Cui, Y.; Wang, X.; Zhang, L.; Liu, W.; Ning, J.; Gu, R.; Cui, Y.; Cai, L.; Xing, Y. A
novel epithelial-mesenchymal transition (EMT)-related gene signature of predictive
value for the survival outcomes in lung adenocarcinoma. Front. Oncol. 2022, 12,
974614, doi:10.3389/FONC.2022.974614/BIBTEX.

Lin, J.-S.; Ali, J.; Lai, E.-M. Protein—Protein Interactions: Co-immunoprecipitation. In
Methods in molecular biology (Clifton, N.J.); 2024; Vol. 2715, pp. 273-283 ISBN
9781493970339.

Budayeva, H.G.; Cristea, .M. A mass spectrometry view of stable and transient protein
interactions. Adv. Exp. Med. Biol. 2014, 806, 263, doi:10.1007/978-3-319-06068-2 11.

Alam, M.S. Proximity Ligation Assay (PLA). Curr. Protoc. Immunol. 2018, 123, €58,
doi:10.1002/cpim.58.

Kumar, M.; Michael, S.; Alvarado-Valverde, J.; McRossed D Sign©szaros, B.;
Sdmano-Sanchez, H.; Zeke, A.; Dobson, L.; Lazar, T.; Ord, M.; Nagpal, A_; et al. The
Eukaryotic Linear Motif resource: 2022 release. Nucleic Acids Res. 2022, 50, D497—
D508, doi:10.1093/nar/gkab975.

Krystkowiak, I.; Davey, N.E. SLiMSearch: a framework for proteome-wide discovery
and annotation of functional modules in intrinsically disordered regions. Nucleic Acids
Res. 2017, 45, W464-W469, doi:10.1093/NAR/GKX238.

Szebényi, K.; Barrio-Hernandez, I.; Gibbons, G.M.; Biasetti, L.; Troakes, C.; Beltrao,
P.; Lakatos, A. A human proteogenomic-cellular framework identifies KIFSA as a

modulator of astrocyte process integrity with relevance to ALS. Commun. Biol. 2023,
6, doi:10.1038/s42003-023-05041-4.

Lanyi, A.; Barath, M.; Péterfi, Z.; Bogel, G.; Orient, A.; Simon, T.; Petrovszki, E.; Kis-
Toth, K.; Sirokmény, G.; Rajnavolgyi, E.; et al. The Homolog of the Five SH3-Domain
Protein (HOFI/SH3PXD2B) Regulates Lamellipodia Formation and Cell Spreading.
PLoS One 2011, 6, 23653, doi:10.1371/JOURNAL.PONE.0023653.

Wu, J.I; Lin, Y.P.; Tseng, C.W.; Chen, H.J.; Wang, L.H. Crabp2 Promotes Metastasis

92



77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

&4.

85.

86.

87.

of Lung Cancer Cells via HuR and Integrin B1/FAK/ERK Signaling. Sci. Reports 2019
912019, 9, 1-14, doi:10.1038/s41598-018-37443-4.

Jiang, L.; Zhu, W.; Streicher, K.; Morehouse, C.; Brohawn, P.; Ge, X.; Dong, Z.; Yin,
X.; Zhu, G.; Gu, Y.; et al. Increased IR-A/IR-B ratio in non-small cell lung cancers
associates with lower epithelial-mesenchymal transition signature and longer survival
in squamous cell lung carcinoma. BMC Cancer 2014, 14, 1-10, doi:10.1186/1471-
2407-14-131/TABLES/1.

McConnell, P.; Mekel, M.; Kozlov, A.G.; Mooren, O.L.; Lohman, T.M.; Cooper, J.A.
Comparative Analysis of CPI-Motif Regulation of Biochemical Functions of Actin
Capping Protein. Biochemistry 2020, 59, 1202—-1215,
doi:10.1021/ACS.BIOCHEM.0C00092/ASSET/IMAGES/LARGE/BI0OC00092 0011.J
PEG.

Kraiczy, J.; Nayak, K.M.; Howell, K.J.; Ross, A.; Forbester, J.; Salvestrini, C.;
Mustata, R.; Perkins, S.; Andersson-Rolf, A.; Leenen, E.; et al. DNA methylation
defines regional identity of human intestinal epithelial organoids and undergoes
dynamic changes during development. Gut 2019, 68, 49-61, doi:10.1136/gutjnl-2017-
314817.

Cardoso-Moreira, M.; Halbert, J.; Valloton, D.; Velten, B.; Chen, C.; Shao, Y.; Liechti,
A.; Ascengdo, K.; Rummel, C.; Ovchinnikova, S.; et al. Gene expression across
mammalian organ development. Nature 2019, 571, 505-509, doi:10.1038/s41586-019-
1338-5.

George, N.; Fexova, S.; Fuentes, A.M.; Madrigal, P.; Bi, Y.; Igbal, H.; Kumbham, U.;
Nolte, N.F.; Zhao, L.; Thanki, A.S.; et al. Expression Atlas update: insights from
sequencing dataat both bulkand single cell level. Nucleic Acids Res. 2024, 52, D107—
D114, doi:10.1093/nar/gkad1021.

Varga, N.; Veréb, Z.; Rajnavdlgyi, E.; Német, K.; Uher, F.; Sarkadi, B.; Apati, A.
Mesenchymal stem cell like (MSCI) cells generated from human embryonic stem cells
support pluripotent cell growth. Biochem. Biophys. Res. Commun. 2011, 414, 474—-480,
doi:10.1016/J.BBRC.2011.09.089.

Khalid, A.B.; Pence, J.; Suthon, S.; Lin, J.; Miranda-Carboni, G.A.; Krum, S.A.
GATA4 Regulates Mesenchymal Stem Cells via Direct Transcriptional Regulation of
the WNT Signalosome. Bone 2021, 144, 115819, doi:10.1016/J.BONE.2020.115819.

Rivera-Pérez, J.A.; Wakamiya, M.; Behringer, R.R. Goosecoid acts cell autonomously
in mesenchyme-derived tissues during craniofacial development. Development 1999,
126,3811-3821, doi:10.1242/DEV.126.17.3811.

Schelch, K.; Vogel, L.; Schneller, A.; Brankovic, J.; Mohr, T.; Mayer, R.L.; Slany, A.;
Gerner, C.; Grusch, M. EGF Induces Migration Independent of EMT or Invasion in
A549 Lung Adenocarcinoma Cells. Front. Cell Dev. Biol. 2021, 9, 634371,
doi:10.3389/FCELL.2021.634371/BIBTEX.

Dong, H.; Wei, Y.; Wan, X_; Cai, S. Hypoxia Promotes Human NSCLC Cell Line
AS549 Motility and EMT Through Extracellular HSP90a. Eur. Respir. J. 2017, 50,
PA3307, doi:10.1183/1393003.CONGRESS-2017.PA3307.

Juin, A.; Di Martino, J.; Leitinger, B.; Henriet, E.; Gary, A.S.; Paysan, L.; Bomo, J.;
Baffet, G.; Gauthier-Rouvicre, C.; Rosenbaum, J.; et al. Discoidin domain receptor 1

93



88.

&9.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

controls linear invadosome formation via a Cdc42-Tuba pathway. J. Cell Biol. 2014,
207, 517-533, doi:10.1083/JCB.201404079/VIDEO-1.

Wang, S.; Li, E.; Gao, Y.; Wang, Y.; Guo, Z.; He, J.; Zhang, J.; Gao, Z.; Wang, Q.
Study on Invadopodia Formation for Lung Carcinoma Invasion with a Microfluidic 3D
Culture Device. PLoS One 2013, 8, 56448, doi:10.1371/JOURNAL.PONE.0056448.

Li, Y.; Zhang, H.; Gong, H.; Yuan, Y.; Li, Y.; Wang, C.; Li, W.; Zhang, Z.; Liu, M.;
Liu, H.; et al. MiR-182 suppresses invadopodia formation and metastasis in non-small

cell lung cancer by targeting cortactin gene. J. Exp. Clin. Cancer Res. 2018, 37, 1-15,
doi:10.1186/S13046-018-0824-1/FIGURES/S.

Huang, D.; Cao, L.; Zheng, S. CAPZA1 modulates EMT by regulating actin
cytoskeleton remodelling in hepatocellular carcinoma. J. Exp. Clin. Cancer Res. 2017,
36, 1-9, doi:10.1186/S13046-016-0474-0/FIGURES/4.

Huang, D.; Cao, L.; Xiao, L.; Song, J. xian; Zhang, Y. jun; Zheng, P.; Zheng, S. guo
Hypoxia induces actin cytoskeleton remodeling by regulating the binding of CAPZA1
to F-actin via PIP2 to drive EMT in hepatocellular carcinoma. Cancer Lett. 2019, 448,
117-127, doi:10.1016/J.CANLET.2019.01.042.

Davey, N.E.; Cyert, M.S.; Moses, A.M. Short linear motifs - ex nihilo evolution of
protein regulation. Cell Commun. Signal. 2015, 13, doi:10.1186/S12964-015-0120-Z.

Edwards, M.; Zwolak, A.; Schafer, D.A.; Sept, D.; Dominguez, R.; Cooper, J.A.
Capping Protein Regulators Fine-Tune Actin Assembly Dynamics. Nat. Rev. Mol. Cell
Biol. 2014, 15, 677, doi:10.1038/NRM3869.

Zhang, J.Z.; Behrooz, A.; Ismail-Beigi, F. Regulation of glucose transport by hypoxia.
Am. J. Kidney Dis. 1999, 34, 189-202, doi:10.1016/S0272-6386(99)70131-
9/ASSET/07299A26-6394-43B1-BE97-EFD2A0004BE1/MAIN.ASSETS/GR4.SML.

Cavadas, M.A.S.; Mesnieres, M.; Crifo, B.; Manresa, M.C.; Selfridge, A.C.; Scholz,
C.C.; Cummins, E.P.; Cheong, A.; Taylor, C.T. REST mediates resolution of HIF-
dependent gene expression in prolonged hypoxia. Sci. Reports 2015 51 2015, 5, 1-12,
doi:10.1038/srep17851.

Liu, K.H.; Tsai, Y.T.; Chin, S.Y.; Lee, W.R.; Chen, Y.C.; Shen, S.C. Hypoxia
Stimulates the Epithelial-to-Mesenchymal Transition in Lung Cancer Cells Through
Accumulation of Nuclear B-Catenin. Anticancer Res. 2018, 38, 6299—6308,
doi:10.21873/ANTICANRES.12986.

Zhao, J.; Bruck, S.; Cemerski, S.; Zhang, L.; Butler, B.; Dani, A.; Cooper, J.A.; Shaw,
A.S. CD2AP Links Cortactin and Capping Protein at the Cell Periphery To Facilitate
Formation of Lamellipodia. Mol. Cell. Biol. 2013, 33, 3847,
doi:10.1128/MCB.00734-12.

Carlier, M.F.; Nioche, P.; Broutin-L’hermite, I.; Boujemaa, R.; Le Clainche, C.; Egile,
C.; Garbay, C.; Ducruix, A.; Sansonetti, P.; Pantaloni, D. GRB2 links signaling to actin
assembly by enhancing interaction of neural wiskott-aldrich syndrome protein (N-
WASp) with actin-related protein (ARP2/3) complex. J. Biol. Chem. 2000, 275,
21946-21952, doi:10.1074/jbc.M000687200.

Mitra, P.; Kalailingam, P.; Tan, H.B.; Thanabalu, T. Overexpression of GRB2
Enhances Epithelial to Mesenchymal Transition of A549 Cells by Upregulating SNAIL

%94



100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

I11.

Expression. Cells 2018, Vol. 7, Page 97 2018, 7, 97, doi1:10.3390/CELLS7080097.

Weaver, A.M.; Karginov, A. V.; Kinley, A.W.; Weed, S.A.; Li, Y.; Parsons, J.T.;
Cooper, J.A. Cortactin promotes and stabilizes Arp2/3-induced actin filament network
formation. Curr. Biol. 2001, 11, 370-374, doi:10.1016/S0960-9822(01)00098-7.

Ji, R.; Zhu, X.J.; Wang, Z.R.; Huang, L.Q. Cortactin in Epithelial-Mesenchymal
Transition. Front. Cell Dev. Biol. 2020, 8, 585619,
doi:10.3389/FCELL.2020.585619/BIBTEX.

Huang, C.; Liu, J.; Haudenschild, C.C.; Zhan, X. The Role of Tyrosine
Phosphorylation of Cortactin in the Locomotion of Endothelial Cells*. 1998.

Kourtidis, A.; Necela, B.; Lin, W.H.; Lu, R.; Feathers, R.W.; Asmann, Y.W.; Aubrey
Thompson, E.; Anastasiadis, P.Z. Cadherin complexes recruit mRNAs and RISC to
regulate epithelial cell signaling. J. Cell Biol. 2017, 216, 3073-3085,
doi:10.1083/JCB.201612125.

Han, T.; Jiang, S.; Zheng, H.; Yin, Q.; Xie, M.; Little, M.R.; Yin, X.; Chen, M.; Song,
S.J.; Beg, A.A.; et al. Interplay between c-Src and the APC/C co-activator Cdhl
regulates mammary tumorigenesis. Nat. Commun. 2019, 10, doi:10.1038/S41467-019-
11618-7.

Bogel, G.; Gujdar, A.; Geiszt, M.; Lanyi, A.; Fekete, A.: Sipeki, S.; Downward, J.;
Buday, L. Frank-ter Haar Syndrome Protein Tks4 Regulates Epidermal Growth Factor-
dependent Cell Migration. J. Biol. Chem. 2012, 287, 31321-31329,
doi:10.1074/JBC.M111.324897.

Wan, K.F.; Sambi, B.S.; Tate, R.; Waters, C.; Pyne, N.J. The inhibitory y subunit of the
type 6 retinal cGMP phosphodiesterase functions to link c-Src and G-protein-coupled
receptor kinase 2 in a signaling unit that regulates p42/p44 mitogen-activated protein
kinase by epidermal growth factor. J. Biol. Chem. 2003, 278, 18658—18663,
doi:10.1074/jbc.M212103200.

Saci, A.; Liu, W.Q.; Vidal, M.; Garbay, C.; Rendu, F.; Bachelot-Loza, C. Differential
effect of the inhibition of Grb2-SH3 interactions in platelet activation induced by
thrombin and by Fc receptor engagement. Biochem. J. 2002, 363, 717725,
doi:10.1042/0264-6021:3630717.

Jones, D.A.; Benjamin, C.W. Phosphorylation of growth factor receptor binding
protein-2 by pp60(c- src) tyrosine kinase. Arch. Biochem. Biophys. 1997, 337, 143—
148, doi:10.1006/abbi.1996.9789.

Schroeder, B.; Srivatsan, S.; Shaw, A.; Billadeau, D.; McNiven, M.A. CIN85
phosphorylation is essential for EGFR ubiquitination and sorting into multivesicular
bodies. Mol. Biol. Cell 2012, 23, 3602-3611, doi:10.1091/mbc.E11-08-0666.

Narita, T.; Nishimura, T.; Yoshizaki, K.; Taniyama, T. CIN85 associates with TNF
receptor 1 via Src and modulates TNF-a-induced apoptosis. Exp. Cell Res. 2005, 304,
256264, doi:10.1016/j.yexcr.2004.11.005.

Emerman, A.B.; Zhang, Z.-R.; Chakrabarti, O.; Hegde, R.S. c-Src-mediated
phosphorylation of NOXA1 and Tks induces the reactive oxygen species (ROS)-
dependent formation of functional invadopodia in human colon cancer cells. Mol. Biol.
Cell 2010, 21, 43254337, doi:10.1091/mbc.E10.

95



112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

119.

120.

121.

122.

123.

124.

Karkkéinen, S.; Hiipakka, M.; Wang, J.-H.; Kleino, I.; Vdhd-Jaakkola, M.; Renkema,

G.H.; Liss, M.; Wagner, R.; Saksela, K. Identification of preferred protein interactions
by phage-display of the human Src homology-3 proteome. EMBO Rep. 2006, 7, 186—

91, doi:10.1038/sj.embor.7400596.

Poghosyan, Z.; Robbins, S.M.; Houslay, M.D.; Webster, A.; Murphy, G.; Edwards,
D.R. Phosphorylation-dependent interactions between ADAM15 cytoplasmic domain
and Src family protein-tyrosine kinases. J. Biol. Chem. 2002, 277, 4999-5007,
doi:10.1074/jbc.M107430200.

Zhong, J.L.; Poghosyan, Z.; Pennington, C.J.; Scott, X.; Handsley, M.M.; Warn, A.;
Gavrilovic, J.; Honert, K.; Kriiger, A.; Span, P.N.; et al. Distinct functions of natural
ADAM-15 cytoplasmic domain variants in human mammary carcinoma. Mol. Cancer
Res. 2008, 6, 383—394, doi:10.1158/1541-7786.MCR-07-2028.

Solomaha, E.; Szeto, F.L.; Yousef, M.A.; Palfrey, H.C. Kinetics of Src homology 3
domain association with the proline-rich domain of dynamins: Specificity, occlusion,
and the effects of phosphorylation. J. Biol. Chem. 2005, 280, 23147-23156,
doi:10.1074/jbc.M501745200.

Wang, Y.; Cao, H.; Chen, J.; McNiven, M.A. A direct interaction between the large
GTPase dynamin-2 and FAK regulates focal adhesion dynamics in response to active
Src. Mol. Biol. Cell 2011, 22, 1529—-1538, doi:10.1091/mbc.E10-09-0785.

Patel, A.; Sabbineni, H.; Clarke, A.; Somanath, P.R. Novel roles of Src in cancer cell
epithelial-to-mesenchymal transition, vascular permeability, microinvasion and
metastasis. Life Sci. 2016, 157, 5261, doi:10.1016/J.LFS.2016.05.036.

Drake, J.M.; Graham, N.A.; Stoyanova, T.; Sedghi, A.; Goldstein, A.S.; Cai, H.; Smith,
D.A.; Zhangh, H.; Komisopoulou, E.; Huang, J.; et al. Oncogene-specific activation of
tyrosine kinase networks during prostate cancer progression. Proc. Natl. Acad. Sci. U.
S. A. 2012, 109, 1643-1648,
doi:10.1073/PNAS.1120985109/SUPPL_FILE/SD02.XLSX.

Tatarov, O.; Mitchell, T.J.; Seywright, M.; Leung, H.Y.; Brunton, V.G.; Edwards, J.
Src family kinase activity is up-regulated in hormone-refractory prostate cancer. Clin.
Cancer Res. 2009, 15, 3540-3549, doi:10.1158/1078-0432.CCR-08-
1857/346571/P/SRC-FAMILY-KINASE-ACTIVITY-IS-UP-REGULATED-IN.

Nagathihalli, N.S.; Merchant, N.B. Src-mediated regulation of E-cadherin and EMT in
pancreatic cancer. Front. Biosci. 2012, 17,2059-2069, doi:10.2741/4037/PDF.

Liu, X.; Feng, R. Inhibition of epithelial to mesenchymal transition in metastatic breast
carcinoma cells by c-Src suppression. Acta Biochim. Biophys. Sin. (Shanghai). 2010,
42,496-501, doi:10.1093/ABBS/GMQ043.

Bisson, N.; James, D.A.; Ivosev, G.; Tate, S.A.; Bonner, R.; Taylor, L.; Pawson, T.
Selected reaction monitoring mass spectrometry reveals the dynamics of signaling
through the GRB2 adaptor. Nat. Biotechnol. 2011, 29, 653—658, doi:10.1038/nbt.1905.

Oikawa, T.; Itoh, T.; Takenawa, T. Sequential signals toward podosome formation in
NIH-src cells. J. Cell Biol. 2008, 182, 157-169, doi:10.1083/JCB.200801042.

Crimaldi, L.; Courtneidge, S.A.; Gimona, M. Tks5 recruits AFAP-110, p190RhoGAP,
and cortactin for podosome formation. Exp. Cell Res. 2009, 315, 2581-2592,

96



125.

126.

127.

128.

129.

130.

131.

132.

133.

134.

135.

doi:10.1016/J.YEXCR.2009.06.012.

Gabant, P.; Forrester, L.; Nichols, J.; Van Reeth, T.; De Mees, C.; Pajack, B.; Watt, A.;
Smitz, J.; Alexandre, H.; Szpirer, C.; et al. Alpha-fetoprotein, the major fetal serum
protein, is not essential for embryonic development but is required for female fertility.
Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 2002, 99, 12865—-12870,
doi:10.1073/PNAS.202215399/ASSET/E451F69C-DOE0-4424-97F3-
CA80CCDO05835/ASSETS/GRAPHIC/PQ2022153006.JPEG.

Das, S.; Kharat, K.; Singh, S. Role of SH3PXD2B in Breast Cancer Lung Metastasis
through Computational Structural and Systems Perspective. 2023,
doi:10.20944/PREPRINTS202309.0852. V1.

lizuka, S.; Abdullah, C.; Buschman, M.D.; Diaz, B.; Courtneidge, S.A.; lizuka, S.;
Abdullah, C.; Buschman, M.D.; Diaz, B.; Courtneidge, S.A. The role of Tks adaptor
proteins in invadopodia formation, growth and metastasis of melanoma. Oncotarget
2016, 7, 7847378486, doi:10.18632/ONCOTARGET.12954.

Jacksi, M.; Schad, E.; Tantos, A. Morphological Changes Induced by TKS4 Deficiency
Can Be Reversed by EZH2 Inhibition in Colorectal Carcinoma Cells. Biomolecules
2024, 14, 445, doi:10.3390/BIOM14040445/S1.

Lee, M.S.; Kim, S.; Kim, B.G.; Won, C.; Nam, S.H.; Kang, S.; Kim, H.J.; Kang, M.;
Ryu, J.; Song, H.E.; et al. Snaill induced in breast cancer cells in 3D collagen I gel
environment suppresses cortactin and impairs effective invadopodia formation.
Biochim. Biophys. Acta - Mol. Cell Res. 2014, 1843, 2037-2054,
doi:10.1016/J.BBAMCR.2014.05.007.

Santio, N.M.; Vainio, V.; Hoikkala, T.; Mung, K.L.; Lang, M.; Vahakoski, R.;
Zdrojewska, J.; Coffey, E.T.; Kremneva, E.; Rainio, E.M.; et al. PIM1 accelerates

prostate cancer cell motility by phosphorylating actin capping proteins. Cell Commun.
Signal. 2020, 18, 1-18, doi:10.1186/S12964-020-00618-6/FIGURES/6.

LEE, Y.-J.; JEONG, S.-H.; HONG, S.-C.; CHO, B.-1.; HA, W.-S.; PARK, S.-T.;
CHOI, S.-K.; JUNG, E.-J.; JU, Y.-T.; JEONG, C.-Y; et al. Prognostic value of
CAPZA1 overexpression in gastric cancer. Int. J. Oncol. 2013, 42, 15691577,
doi:10.3892/1j0.2013.1867.

Wei, J.; Meng, G.; Wu, J.; Wei, Z.; Zhang, Q.; Bao, J.; Zhang, J. CAPZAI is low
expressed in non-small cell lung cancer and contributed to tumor cell proliferation and
metastasis. Minerva Med. 2023, 114, 124—126, doi:10.23736/S0026-4806.20.06910-4.

Wang, L.N.; Zhang, Z.T.; Wang, L.; Wei, H.X.; Zhang, T.; Zhang, L.M.; Lin, H.;
Zhang, H.; Wang, S.Q. TGF-B1/SH2B3 axis regulates anoikis resistance and EMT of
lung cancer cells by modulating JAK2/STAT3 and SHP2/Grb2 signaling pathways.
Cell Death Dis. 2022 135 2022, 13, 1-12, d0i:10.1038/s41419-022-04890-x.

Mustonen, H.; Lepistd, A.; Lehtonen, S.; Lehtonen, E.; Puolakkainen, P.; Kivilaakso,
E. CD2AP contributes to cell migration and adhesion in cultured gastric epithelium.
Biochem. Biophys. Res. Commun. 2005, 332, 426432,
doi:10.1016/J.BBRC.2005.04.140.

Tilajka, A.; Kurilla, A.; Laszlo, L.; Lovrics, A.; Novék, J.; Takacs, T.; Buday, L.; Vas,
V. Predictive value analysis of the interaction network of Tks4 scaffold protein in
colon cancer. Front. Mol. Biosci. 2024, 11, 1-15, doi:10.3389/fmolb.2024.1414805.

97



136. Bandela, M.; Belvitch, P.; Garcia, J.G.N.; Dudek, S.M. Cortactin in Lung Cell
Function and Disease. Int. J. Mol. Sci. 2022, Vol. 23, Page 4606 2022, 23, 4606,
doi:10.3390/1JMS23094606.

137. Hutchingst, N.J.; Clarkson, N.; Chalkley, R.; Barclay, A.N.; Brown, M.H. Linking the
T cell surface protein CD2 to the actin-capping protein CAPZ via CMS and CINSS. J.
Biol. Chem. 2003, 278, 2239622403, doi:10.1074/jbc.M302540200.

138. Lynch, D.K.; Winata, S.C.; Lyons, R.J.; Hughes, W.E.; Lehrbach, G.M.; Wasinger, V.;
Corthals, G.; Cordwell, S.; Daly, R.J. A cortactin-CD2-associated protein (CD2AP)
complex provides a novel link between epidermal growth factor receptor endocytosis
and the actin cytoskeleton. J. Biol. Chem. 2003, 278, 2180521813,
doi:10.1074/jbc.M211407200.

98



11. Fiiggelék

1.tablazat: Tks4 eddig azonositott interakcios partnerei.

Tks4 Interakeiés partnerek Alkalmazott médszerek a fehérje-fehérje interakciok
partner molekulak P validalasara
WASL/N-WASP enzimatikus vizsgalat [1]

in vitro és in vivo esszék [2]
anti-bait koimmunprecipitacios proba [3]

Cortactin pull down esszé [4]
affinitas kromatografias esszé[5,6]
Grb2 L TR ;
in vitro és in vivo esszék [7]
Src (Proto-oncogene
tyrosine-protein kinase DNM2 affinitas kromatografias essz¢ [8]
Src) feliileti plazmon rezonancia vizsgalat [9]

fag display esszé [10]
ADAMI5 pull down esszé [11]
affinitas kromatografias essz¢ [12]

affinitas kromatografias esszé [13,14]

SH3KBP1/CIN8S anti-bait koimmunprecipitaciés proba [15]
NOXA1 in vitro essz¢ [16]
Ko-immunprecipitacio [17], Ko-expresszio [18]
Tksd GST pull-down [17]

Fluoreszcencia-polarizacios esszé [3]
Duolink proximity ligacids esszé [3]

far western blot esszé [19]
affinitas kromatografias essz¢é [20]
WASL anti tag ko-immunprecipitacios esszé [21]
fluoreszcens mikroszkoépia [22]

molekulasziird vizsgalat [23]
anti tag ko-immunprecipitacios esszé [21,24]
in vitro és in vivo esszék [25]

Cortactin (Src substrate
cortactin) DNM2

anti tag ko-immunprecipitacios essz¢ [21]

Grb2 in vitro esszé [26]
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Tks4

kolokalizacio és ko-immunprecipitacio [27,28]

sziir kotddési vizsgalat [29]
affinitas kromatografias esszé [12]

Grb2 pull down esszé [11]
ADAMI15
(Disintegrin and
metalloproteinase
domain-containing
protein 15)
Tks4 GST-pull down esszé [30]
pull down esszé [31]
DNM2 (Dynamin-2) SH3KBP1/CIN8S afﬁmtas.kro'mgtqgraﬁz,is essz¢é [32]
biokémiai esszé [33]
feliileti plazmon rezonancia vizsgalat [9,34]
Grb2 anti tag ko-immunprecipitacios esszé [21]
kett6s-hibrid modszer [35]
Tks4 GST-pull down esszé [36]
SH3KBP1 pull down esszé [37,38]
pull down esszé [39]
anti tag ko-immunprecipitacios esszé [21]
WASL kettds-hibrid médszer [35]
in vitro ¢s in vivo esszék [40]
Grb2 (Growth factor
receptor-bound protein 2)
WIPF3/CR16 anti tag ko-immunprecipitacios essz¢ [21]
Tks4 affinitas-tisztitott tomegspektrometria [21]
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WIPF3/CR16 anti tag ko-immunprecipitacios esszé [21,41]

WASL (Actin nucleation-
promoting factor WASL)

Tks4 GST-pull down esszé [36]

CD2AP affinitas kromatografias esszé [42,43]
anti bait/tag ko-immunprecipitacios esszé [15,41]

SH3KBP1 (SH3 domain-
containing kinase-binding
protein 1)

affinitas kromatografias essz¢ [44]
CAPZB anti tag ko-immunprecipitacios esszé [41]

Tks4 GST-pull down esszé [45]

affinitas kromatografias essz¢ [46]
CAPZB anti tag ko-immunprecipitacios esszé [41]

CD2AP (CD2-associated

protein)
tomegspektrometria, Ko-immunprecipitacid, Duolink
Tks4 e e i, . .
proximity ligacios esszé, peptid array [47]
WIPF3/CR16
(WAS/WASL-interacting Tks4 GST-pull down esszé [36]

protein family member 3)

NOXA1 (NADPH oxidase

activator 1) Tks4 Ko-immunprecipitacid, GST pull-down esszé [16]
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2.tablazat: A PhD dolgozatban alkalmazott ellenanyagok, festékek €s azok higitasaik.

Antitestek, festékek katalégusszam higitas
. . , . 1 ) WB: 1000x,
Vimentin (nyul, poliklonalis) Abcam: ab137321 1CC: 100x
E-Cadherin (nyul, poliklonalis) Abcam: ab15148 WB: 500x
Fibronectin (nyl, poliklonalis) Abcam: ab45688 WB: 2000x,
’ ) ICC:100x
N-Cadherin (3B9, egér, monoklonalis) Thermofisher Scientific: 333900 }Kgé 51%%);
alpha-Tubulin (egér, monoklonalis) Merck, Sigma-Aldrich: T6199 WB: 1000x
Phalloidin, CF 543 Biotium: 00043 ICC: 40x
WB: 500x
CAPZA1 (H-9, egér, monoklonalis) Santa Cruz: sc-374302 ICC: 50x
PLA: 50x
CAPZA1 (A2E7,egér, monoklonalis) Invitrogen: MA5-36109 WB: 500x
WB: 1000x,
, . (1 Lanyi és kutatocsoportja altal ICC: 1000 x,
Tks4 (nyal poliklondlis) létrehozott ellenanyag [75] PLA: 100x
IP: 10 ul/minta
Cortactin (H-191, nytl, poliklonalis) Santa Cruz: sc-11408 ICC: 100x
Cortactin (H-5, egér, monoklonalis) Santa Cruz: sc-55579 WB: 1000x
Tks5 (SH3PXD2A, nyul poliklonalis) proteintech: 18976-1-AP \?/C%'SZOSO;
CD2AP (5F8, egér, monoklonalis) Invitrogen: MA5-33009 WB: 1000x
Grb2 (3F2, egér, monoklonalis) Sigma-Aldrich: 05-372 WB: 1000x
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Anti-egér IgG (whole molecule)-Peroxidase (birka) Merck, Sigma-Aldrich: A6782 WB: 1000x
Anti-nydl IGG HRP_LH,\]KED WHOLE AB avantor by vwr: NA934 WB: 1000x
(szamadr)
DAPI Thermofisher Scientific: 62248 ICC: 1000x
PROTEIN A SEPHAROSE 4 FAST FLOW Merck, Sigma-Aldrich: P9424 IP: 50 ul
gydngy/minta
Kecske-anti-egér antitest, Alexa Fluor 488 Thermo Fisher Scientific: A-11029 ICC: 1000x
Kecske-anti-nyul antitest, Alexa Fluor 488 Thermo Fisher Scientific A-11008 ICC: 1000x
Kecske-anti-nyul antitest, Alexa Fluor 546 Thermo Fisher Scientific: A11035 ICC: 1000x
HIF-1-alfa (EPR16897, nytl, monoklonalis) Abcam: ab179483 WB: 500x
Oct 3/4 (egér, monoklonalis) Santa Cruz: sc-5279 ICC: 50x
Nanog (kecske, poliklonalis) R and D Systems: AF1997 ICC: 100x
, (1 . Aramlasi
SSEA-4 (egér, monoklonalis) R and D Systems: FAB1435P citometria: 100x
IgG3 PE-conjugated antibody (egér, izotipus R and D Systems: ICO07P . Ararr.lliam
kontroll) citometria: 100x
AFP (egér, monoklonalis) Sigma-Aldrich: A8452 ICC: 500x
SMA (egér, monoklonalis) Abcam: ab7817 ICC: 500x
B-111-Tubulin (egér, monoklonalis) R and D Systems: MAB1195 ICC: 2000x
BMP4 (nyul, monoklonalis) Abcam: ab124715 ICC: 200x
Kecske-anti-egér (H + L) Cross-Adsorbed Secondary |y o picher Scientific: A-11029 ICC: 250x
antibody, Alexa Fluor 488
Szamar-anti-kecske (H + L) Cross-Adsorbed . s )
Secondary Antibody, Alexa Fluor 488 Thermo Fisher Scientific: A-11055 ICC: 250x
, . . Aramlasi
PE egér Anti-Human CD73 BD Pharmingen™ Cat# 550257 . .
citometria: 25x
PE egér Anti-Human CD90 BD Pharmingen™ Cat# 561970  Aramldsi
citometria: 25x
. Aramlasi
A 1 ™
PE egér IgG1, « Izotipus kontroll BD Pharmingen™ Cat# 559320 citometria: 50x
FITC egér Anti-Human CD44 BD Pharmingen™ Cat# 555478 _ Aramldsi
citometria: 25x
FITC egér IgG2b « Izotipus kontroll BD Pharmingen™ Cat# 555742 . AramlaSI
citometria: 50x
PE egér Anti-Human CD45 BD Pharmingen™ Cat# 555483 . Aramla51
citometria: 25x
PE egér Anti-Human CD34 Becton Dickinson, Cat# 345802 . Aramlam
citometria: 25x
. . MACS, Miltenyi Biotec, Cat# Aramlasi
PE egér Anti-Human CD133 130080801 citometria: 25x
PE egér 1gG Izotipus kontroll Becton Dickinson, Cat# 345816 . Aramlam
citometria: 50x
Alexa 647 egér Anti-Human TRA-1-81 BD Pharmingen™ Cat# 51-9006219 | Arambisi
citometria: 25x
Alexa 647 egér IgM Izotipus kontroll BD Pharmingen™ Cat# 51-9006225 . Aramlam
citometria: 50x

3.tablazat: A PhD dolgozatban alkalmazott primerek és probak listaja.

RT-qPCR reagensek
(Tagqman probak, primerek, stb.)

katalégusszam

FIRST STRAND CDNA SYNT. KIT FOR RT-PCR

Meck, Roche: 11483188001

Direct-zol™ RNA Miniprep Kit

Zymo Research: R2052

TRIzol Reagent

ambion, Life Technologies: 15596026

TagMan™ Fast Advanced Master Mix

Thermofisher Scientific: 4444557

Power SYBR™ Green PCR Master Mix

Thermofisher Scientific: 4368577

TWIST1 Tagman proba

Thermofisher Scientific, Assay ID:Hs04989912 sl

GAPDH Tagman préba

Thermofisher Scientific, Assay ID:Hs04420632 gl
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FN1 Tagman proba Thermofisher Scientific, Assay ID:Hs01549976 ml
SNAII Tagman proba Thermofisher Scientific, Assay ID:Hs00195591 ml
SNAI2 Tagman proba Thermofisher Scientific, Assay ID:Hs00161904 m1
GLUT1/ SLC2A1 Tagman préba Thermofisher Scientific, Assay ID:Hs00892681 ml
Vimentin forward primer sequence: TACAGGAAGCTGCTGGAAGG
Vimentin reverz primer sequence: ACCAGAGGGAGTGAATCCAG
N-cadherin forward primer sequence: TGACAATGACCCCACAGCTC
N-cadherin reverz primer sequence: GTCCTGCTCACCACCACTAC
Zebl forward primer sequence: GGGAGGAGCAGTGAAAGAGA
Zebl reverz primer sequence: TTTCTTGCCCTTCCTTTCTG
GAPDH forward primer sequence: TGCACCACCAACTGCTTAGC
GAPDH reverz primer sequence: GGCATGGACTGTGGTCATGAG
E-Cadherin forward primer sequence: TGCCCAGAAAATGAAAAAGG
E-Cadbherin reverz primer sequence: GTGTATGTGGCAATGCGTTC
Nanog Tagman proba Thermofisher Scientific, Assay ID:Hs02387400 gl
PAX6 Tagman proba Thermofisher Scientific, Assay ID:Hs00240871 ml
AFP Tagman proba Thermofisher Scientific, Assay ID:Hs00173490 m1
BRY Tagman proba Thermofisher Scientific, Assay ID:Hs00610080 m1
GATA4 Tagman proba Thermofisher Scientific, Assay ID:Hs00171403 ml
NESTIN Tagman proba Thermofisher Scientific, Assay ID:Hs04187831 gl
RPLPO Tagman proba Thermofisher Scientific, Assay ID:Hs99999902 m1
4.tablazat: TissueScan tiidotumor cDNS Array adattablaja.
p(\:\;?clié nem kor | szovettipus dlagl:;;;;zlgf;g:()glal stadium ere; f;ﬁ{‘y‘
Co1 Né6 69 Normal egészséges - 1,202584
C02 Férfi 63 Normal egészséges - 0,773505
C03 Férfi 72 Normal egészséges - 0,992193
C04 Né6 64 Normal egészséges - 1,037881
C05 Né6 66 Normal egészséges - 0,904898
C06 Férfi 45 Normal egészséges - 0,817249
Cco7 Férfi 78 Normal egészséges - 1,375502
C08 N6 72 Normal egészséges - 1,026272
C09 Férfi 69 Tumor laphamsejtes karcindma 1A 0,456448
C10 N6 41 Tumor nagysejtes karcinoma 1A 0,250672
Cc11 N6 61 Tumor adenokarcindéma 1A 0,28112
c12 NG 68 | Tumor | Pronchioloalveoldris, nem IA 0,842831
mucindzus karcinéma
D01 No 34 Tumor adenokarcindma 1A 1,262933
D02 Férfi 67 Tumor adenokarcindéma 1A 0,450399
D03 Né6 71 Tumor laphamsejtes karcinoma IB 0,188854
D04 Férfi 74 Tumor laphamsejtes karcinoma IB 0,115397
D05 Férfi 77 Tumor laphamsejtes karcinoma IB 0,21377
D06 N6 74 Tumor adenokarcindéma 1B 0,682937
D07 No 49 Tumor neuroendokrin karcinoma IB 0,286001
D08 Férfi 80 Tumor laphamsejtes karcinoma IB 0,421481
D09 nem 71 | Tumor adenokarcinoma A 0,164536
meghatarozott
D10 Férfi 63 |  Tumor kissejtes karcinoma, HA 0,227609
metasztatikus
D11 Férfi 69 Tumor laphamsejtes karcinoma 1A 0,441119
D12 Férfi 72 Tumor adenokarcindma 1B 0,640254
EO1 Férfi 61 Tumor laphamsejtes karcindma 1B 0,168581
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E02 Férfi 55 Tumor adenokarcindOma 1B 0,297345
EO03 Férfi 55 Tumor laphamsejtes karcinoma 1B 0,659688
EO4 N6 79 Tumor adenokarcindéma 11B 0,409387
EO5 N6 66 Tumor adenokarcindéma 11B 0,197045
E06 Férfi 65 Tumor laphamsejtes karcinoma 1B 0,366078
EO7 Férfi 90 Tumor laphamsejtes karcinoma 1B 0,092435
EO08 Férfi 74 Tumor laphamsejtes karcinoma A 0,300184
E09 N6 71 Tumor adenosquamous karcindma A 0,416219
E10 Férfi 69 Tumor nagysejtes karcindma A 0,391308
E11 Férfi 68 Tumor kissejtes karcindbma A 0,273858
E12 Férfi 75 Tumor adenokarcindéma A 0,290345
FO1 Férfi 81 Tumor szarkomatoid karcindma 1B 0,506136
Fo2 NG 64 |  Tumor bronchioloalveoldris 1B 0,632765
adenokarcindbma
FO3 N6 56 Tumor adenosquamous karcinéma 1B 0,318392
Fo4 Férfi 4 | Tumor bronchioloalveolaris 1B 0,598067
adenokarcindma
FO5 Férfi 51 Tumor laphamsejtes karcinoma 1B 0,153541
Fo6 N6 46 Tumor adenokarcindéma AV 0,563833
Fo7 Férfi 61 Tumor nem kissejtes k?rcméma, v 0,064946
metasztatikus
F08 NG 64 Tumor nem kissejtes kgrcinéma, v 0,145303
metasztatikus
F09 NG 63 | Tumor | laphamsejtes karcinoma, IV 0,096689
metasztatikus
F10 Férfi 12 Tumor adenokarcindéma AV 0,130062
F11 Férfi 77 Tumor adenokarcinéma, v 0,202263
metasztatikus
F12 Férfi 65 | Tumor adenokarcinéma, IV 0,32084
metasztatikus

S.tablazat: Tks4 immunprecipitacios (IP)-tomegspektrometrias (MS) elemzés eredménye 6t
sejtvonalon (A549, HCT116, MCF7, HPAC, N87).

V}zsgalt . peptidszam
sejtvonal:
Anti-
A549 MS-azonositott fehérje Azonosit | Alermativ [y, | Tksé- | kontroll
ID IP minta

minta

1 Plectin OS=Homo sapiergs\g)s(:%oe GN=PLEC PE=1 Q15149 PLEC 532 kDa 05 0

2 Albumin OS=Homo sapigr:jzczlxz%% GN=ALB PE=1 P02768 (+2) ALB 69 kDa . 0

s e B | aan | wwom | wwe | s | o

C | A oS | e | wars | s | w | o

s | oot st ot ot | e | com | | v |

6 A'pha'amy'GasNe:fM%SfBHgE‘flsg‘:/ii”f 0X=9606 PODTE7 (+2) AMY1B 58 kDa 5 3

7 Heat Sh"%‘;‘:’gg‘;‘)‘g é}\lg%gfg;eg‘gzs'@o:”;o sapiens P11142 HSPAS 71 kDa 16 0

8 Complement gﬁ_fcgi:pﬁnfogs\i?m OX=9606 POCOL4 C4A 193 kDa 5 0

9 CD2—associateg'\;::ggggsi’lgng\s/ipliens 0OX=9606 QY5K6 CD2AP 71 kDa 14 0

10 Kinesin-1 hea‘g@‘&z’;gg;’;gm@*‘:”fns 0X=9606 P33176 KIF5B 110 kDa 6 0
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Heat shock 70 kDa protein 1A OS=Homo sapiens
1 OX=9506 GN=HSPALA PE=1 SV=1 PODMVS (+1) HSPA1A 70 kDa 6 0
F-actin-capping protein subunit alpha-1 OS=Homo
12 sapiens OX=9606 GN=CAPZA1 PE=1 SVV=3 P52907 CAPZAL 33 kDa 4 0
Cytoplasmic dynein 1 heavy chain 1 OS=Homo sapiens
13 OX=9506 GN=DYNC1H1 PE=1 SV=5 Q14204 DYNC1H1 532 kDa 10 0
14 Sorcin OS=Homo sapleg\s/i)lx:%OG GN=SRI PE=1 P30626 SRI 22 kDa 7 0
F-actin-capping protein subunit beta OS=Homo sapiens
15 OX=9606 GN=CAPZB PE=1 SV/=4 P47756 CAPZB 31 kDa 5 0
E3 ubiquitin-protein ligase TRIM21 OS=Homo sapiens
16 0X=9606 GN=TRIM21 PE=1 SV=1 P19474 TRIM21 54 kDa 7 0
F-actin-capping protein subunit alpha-2 OS=Homo
17 sapiens OX=9606 GN=CAPZA2 PE=1 SVV=3 PAT755 CAPZAZ 33 kDa 4 0
60S ribosomal protein L11 OS=Homo sapiens
18 OX=9606 GN=RPL11 PE=1 SV=2 P62913 RPL11 20 kDa 4 0
Nucleoside diphosphate kinase, mitochondrial
19 0S=Homo sapiens OX=9606 GN=NME4 PE=1 SV=1 000746 NME4 21kDa 5 0
40S ribosomal protein S2 OS=Homo sapiens OX=9606
20 GN=RPS2 PE=1 SV=2 P15880 RPS2 31 kDa 4 0
Endoplasmic reticulum chaperone BiP OS=Homo
2 sapiens OX=9606 GN=HSPAS5 PE=1 SV=2 P11021 HSPAS 72kba 4 0
Actin, cytoplasmic 1 OS=Homo sapiens OX=9606
22 GN=ACTB PE=1 SV=1 P60709 (+1) ACTB 42 kDa 0 8
Protein-L-isoaspartate(D-aspartate) O-
23 methyltransferase OS=Homo sapiens OX=9606 P22061 PCMT1 25 kDa 0 3
GN=PCMT1 PE=1 SV=4
24 Dermcidin OS=Homo s_aplens_OX:QGOG GN=DCD P81605 DCD 11 kDa 0 3
PE=1 SV=2
vizsgalt cy o
. ) peptidszam
sejtvonal:
. Anti-
, L ... | Alternatic kontroll
HCT116 | MS azonositott fehérje Azonositd MW | Tks4-IP .
ID . minta
minta
SH3 and PX domain-containing protein 2B
1 OS=Homo sapiens OX=9606 SPD2B_HUMAN SH3PXD2B 102 kDa 16 0
GN=SH3PXD2B PE=1 SV=3
Plectin OS=Homo sapiens OX=9606
2 GN=PLEC PE=1 SV=3 PLEC_HUMAN PLEC 532 kDa 116 1
CD2-associated protein OS=Homo sapiens
3 OX=9606 GN=CD2AP PE=1 SV=1 CD2AP_HUMAN CD2AP 71 kDa 23 0
Cell division cycle and apoptosis regulator
4 protein 1 OS=Homo sapiens OX=9606 CCAR1_HUMAN CCAR1 133 kDa 32 0
GN=CCAR1 PE=1 SV=2
F-actin-capping protein subunit alpha-1
5 0OS=Homo sapiens OX=9606 CAZA1l_HUMAN CAPZAl 33 kDa 9 1
GN=CAPZA1 PE=1 SV=3
Tryptophan--tRNA ligase, cytoplasmic
6 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=WARS1 SYWC_HUMAN WARS1 53 kDa 10 0
PE=1 SV=2
Kinesin-1 heavy chain OS=Homo sapiens
7 OX=9606 GN=KIF5B PE=1 SV=1 KINH_HUMAN KIF5B 110 kDa 15 0
F-actin-capping protein subunit beta
8 0OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=CAPZB CAPZB_HUMAN CAPZB 31 kDa 8 0
PE=1 SV=4
SH3 domain-binding protein 1 OS=Homo
9 sapiens OX=9606 GN=SH3BP1 PE=1 3BP1_HUMAN SH3BP1 76 kDa 4 0
Sv=3
10 SWISS—PROT:Q§Y523 (Bos taurus) Q3Y523 (+1) 26 kDa 5 0
Adiponectin precursor
SH3 domain-containing kinase-binding
11 protein 1 OS=Homo sapiens OX=9606 SH3K1_HUMAN SH3KBP1 73 kDa 9 0
GN=SH3KBP1 PE=1 SV=2
Cytoplasmic dynein 1 heavy chain 1
12 0OS=Homo sapiens OX=9606 DYHC1 _HUMAN DYNC1H1 532 kDa 3 0
GN=DYNC1H1 PE=1 SV=5
F-actin-capping protein subunit alpha-2
13 0OS=Homo sapiens OX=9606 CAZA2_HUMAN CAPZA2 33 kDa 3 0
GN=CAPZA2 PE=1 SV=3
Probable ATP-dependent RNA helicase
14 DDX17 OS=Homo sapiens OX=9606 DDX17_HUMAN DDX17 80 kDa 3 1
GN=DDX17 PE=1 SV=2
Polyadenylate-binding protein 4 OS=Homo
15 sapiens OX=9606 GN=PABPC4 PE=1 PABP4_HUMAN PABPC4 71 kDa 4 1
Sv=1
Nuclear fragile X mental retardation-
16 interacting protein 2 OS=Homo sapiens NUFP2_HUMAN NUFIP2 76 kDa 3 1
0X=9606 GN=NUFIP2 PE=1 SV=1
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ATPase family AAA domain-containing
17 protein 3A OS=Homo sapiens OX=9606 ATD3A_HUMAN ATAD3A 71 kDa 4 0
GN=ATAD3A PE=1 SV=2
60S ribosomal protein L13 OS=Homo
18 sapiens OX=9606 GN=RPL13 PE=1 Sv=4 | RL13HUMAN RPL13 24 kDa 5 2
Spermatogenesis-associated serine-rich
19 protein 2 OS=Homo sapiens OX=9606 SPAS2_HUMAN SPATS2 60 kDa 4 0
GN=SPATS2 PE=1 SV=1
Microtubule-associated protein 4
20 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=MAP4 MAP4_HUMAN MAP4 121 kDa 6 0
PE=1 SV=3
60S ribosomal protein L6 OS=Homo
2 sapiens OX=9606 GN=RPL6 PE=1 SV=3 RL6_HUMAN RPL6 33 kDa 8 0
Fibronectin OS=Homo sapiens OX=9606
22 GN=ENL PE=1 SV=5 FINC_HUMAN FN1 272 kDa 6 0
vizsgalt 1 g
1758 ) peptidszam
sejtvonal:
Anti-
, L ... | Alternativ Tks4- | kontroll
MCF7 MS azonositott fehérje Azonositd MW .
ID IP minta
minta
SH3 and PX domain-containing protein 2B
1 OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=SH3PXD2B SPD2B_HUMAN SH3PXD2B 102 kDa 23 1
PE=1 SV=3
Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins A2/B1
2 0OS=Homo sapiens OX=9606 GN=HNRNPA2B1 ROA2_HUMAN HNRNPA2B1 37 kDa 3 0
PE=1 SV=2
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein Al
3 OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=HNRNPA1 ROA1_HUMAN HNRNPA1 39 kDa 3 0
PE=1 SV=5
60 kDa heat shock protein, mitochondrial
4 OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=HSPD1 PE=1 CH60_HUMAN HSPD1 61 kDa 3 0
Sv=2
Pyruvate kinase PKM OS=Homo sapiens
5 OX=9606 GN=PKM PE=1 Sv4 KPYM_HUMAN PKM 58 kDa 4 0
Tubulin alpha-1A chain OS=Homo sapiens
6 0OX=9606 GN=TUBALA PE=1 SV=1 TBA1IA_HUMAN TUBA1A 50 kDa 3 0
Nucleophosmin OS=Homo sapiens OX=9606
7 GN=NPM1 PE=1 Sv=2 NPM_HUMAN NPM1 33 kDa 4 0
Calmodulin-like protein 5 OS=Homo sapiens
8 OX=9606 GN=CALMLS PE=1 SV/=2 CALL5_HUMAN CALML5 16 kDa 5 2
9 Plectin OS=Homo sa;ilens O_X:9606 GN=PLEC PLEC HUMAN PLEC 532 kDa 119 0
PE=1 SV=3 -
Cell division cycle and apoptosis regulator protein
10 1 OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=CCAR1 CCAR1_HUMAN CCAR1 133 kDa 27 0
PE=1 SV=2
CD2-associated protein OS=Homo sapiens
11 OX=9606 GN=CD2AP PE=1 SV=1 CD2AP_HUMAN CD2AP 71 kDa 23 0
Heat shock cognate 71 kDa protein OS=Homo
12 sapiens OX=9606 GN=HSPA8 PE=1 SV=1 HSP7C_HUMAN HSPAS8 71 kDa 11 3
Tryptophan--tRNA ligase, cytoplasmic OS=Homo
13 sapiens OX=9606 GN=WARS1 PE=1 SV=2 SYWC_HUMAN WARSL 53 kba 6 0
F-actin-capping protein subunit alpha-1
14 0OS=Homo sapiens OX=9606 GN=CAPZA1 PE=1 CAZA1_HUMAN CAPZA1 33 kDa 4 0
Sv=3
Kinesin-1 heavy chain OS=Homo sapiens
15 0X=9606 GN=KIF5B PE=1 SV=1 KINH_HUMAN KIF5B 110 kDa 18 0
F-actin-capping protein subunit beta OS=Homo
16 sapiens OX=9606 GN=CAPZB PE=1 SV=4 CAPZB_HUMAN CAPZB 81 kDa ! 0
SWISS-PROT:Q2UVX4 (Bos taurus)
1 Complement C3 precursor Q2UVX4 (+1) 187 kDa 5 0
Heat shock 70 kDa protein 1A OS=Homo sapiens HS71A_HUMAN
18 0X=9606 GN=HSPALA PE=1 SV=1 (+1) HSPALA 70kDa 4 !
Microtubule-associated protein 4 OS=Homo
19 sapiens OX=9606 GN=MAP4 PE=1 SV=3 MAP4_HUMAN MAP4 121 kDa 14 0
Filamin-A OS=Homo sapiens OX=9606
20 GN=FLNA PE=1 SV=4 FLNA_HUMAN FLNA 281 kDa 7 0
Cytoplasmic dynein 1 heavy chain 1 OS=Homo
21 sapiens OX=9606 GN=DYNC1H1 PE=1 SV=5 DYHC1_HUMAN DYNC1H1 532 kDa 4 1
Calmodulin-like protein 5 OS=Homo sapiens
22 OX=9606 GN=CALML5 PE=1 SV=2 CALL5_HUMAN CALML5 16 kDa 5 2
SH3 domain-containing kinase-binding protein 1
23 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=SH3KBP1 SH3K1_HUMAN SH3KBP1 73 kDa 3 0
PE=1 SV=2
Galectin-3 OS=Homo sapiens OX=9606
24 GN=LGALS3 PE=1 SV=5 LEG3_HUMAN LGALS3 26 kDa 5 0
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Genetic suppressor element 1 OS=Homo sapiens
25 OX=9606 GN=GSE1 PE=1 S\V/=3 GSE1_HUMAN GSE1 136 kDa 8 0
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
26 0OS=Homo sapiens OX=9606 GN=GAPDH PE=1 G3P_HUMAN GAPDH 36 kDa 3 0
Sv=3
Desmoglein-1 OS=Homo sapiens OX=9606
27 GN=DSG1 PE=1 SV=2 DSG1_HUMAN DSG1 114 kDa 4 2
ATPase family AAA domain-containing protein
28 3A 0S=Homo sapiens OX=9606 GN=ATAD3A ATD3A_HUMAN ATAD3A 71 kDa 1 0
PE=1 SV=2
Kinesin light chain 1 OS=Homo sapiens
29 OX=9606 GN=KLC1 PE=1 S\V=2 KLC1_HUMAN KLC1 65 kDa 3 0
Lysine-specific histone demethylase 1A
30 OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=KDM1A PE=1 | KDM1A_HUMAN KDM1A 93 kDa 4 0
Sv=2
Desmoplakin OS=Homo sapiens OX=9606
31 GN=DSP PE=1 SV=3 DESP_HUMAN DsP 332 kDa 5 0
SCNAA_HUMAN-
= ?
32 sp|QIY5Y9|SCNAA_HUMAN DECOY ? 3 0
vizsgalt .
1758 ) peptidszam
sejtvonal:
Anti-
. - ... | Alternativ kontroll
HPAC MS azonositott fehérje Azonositd MW | Tks4-IP .
ID . minta
minta
SH3 and PX domain-containing protein 2B
1 OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=SH3PXD2B SPD2B_HUMAN SH3PXD2B 102 kDa 4 0
PE=1 SV=3
Heat shock cognate 71 kDa protein OS=Homo
2 sapiens OX=9606 GN=HSPA8 PE=1 SV=1 HSP7C_HUMAN HSPAS 71 kDa 20 2
3 Nucleolin OS=Hon;(;: s:alplse{}s: g)X=9606 GN=NCL NUCL_HUMAN NCL 77 kDa 1 1
Probable ATP-dependent RNA helicase DDXS5
4 0OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=DDX5 PE=1 DDX5_HUMAN DDX5 69 kDa 8 1
Sv=1
Endoplasmic reticulum chaperone BiP OS=Homo
3 sapiens OX=9606 GN=HSPA5 PE=1 SV=2 BIP_HUMAN HSPAS 72 kba 12 !
Heat shock 70 kDa protein 1A OS=Homo sapiens HS71A_HUMAN
6 0X=9606 GN=HSPA 1A PE=1 SV=1 1) HSPAIA 70 kDa 6 !
Splicing factor, proline- and glutamine-rich
7 OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=SFPQ PE=1 SFPQ_HUMAN SFPQ 76 kDa 7 2
SvV=2
Lamina-associated polypeptide 2, isoform alpha
8 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=TMPO PE=1 LAP2A_HUMAN TMPO 75 kDa 17 2
SV=2
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U
9 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=HNRNPU PE=1 HNRPU_HUMAN HNRNPU 91 kDa 6 2
SV=6
Polyadenylate-binding protein 1 OS=Homo sapiens
10 OX=9606 GN_PABPC] PE-1 SV PABP1_HUMAN PABPCI 71 kDa 7 0
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K
11 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=HNRNPK PE=1 HNRPK_HUMAN HNRNPK 51 kDa 7 1
Sv=1
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein Q
12 OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=SYNCRIP PE=1 HNRPQ _HUMAN SYNCRIP 70 kDa 4 1
SvV=2
40S ribosomal protein S4, X isoform OS=Homo
13 sapiens OX=9606 GN=RPS4X PE=1 SV=2 RS4X_HUMAN RPS4X 30 kDa 6 !
X-ray repair cross-complementing protein 6
14 0S=Homo sapiens 0X=9606 GN=XRCC6 PE=1 XRCC6_HUMAN XRCC6 70 kDa 3 0
SV=2
Heat shock protein HSP 90-alpha OS=Homo
15 sapiens OX=0606 GN=HSPOOAA1 PE=1 Sy=s | HS90A_HUMAN | HSP90AAI 85 kDa 4 !
FACT complex subunit SSRP1 OS=Homo sapiens
16 OX=9606 GN=SSRP1 PE=1 SV=1 SSRP1_HUMAN SSRP1 81 kDa 3 0
Cell division cycle and apoptosis regulator protein 1
17 OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=CCAR1 PE=1 CCARI_HUMAN CCARI1 133 kDa 33 0
SvV=2
CD2-associated protein OS=Homo sapiens
18 OX=9606 GN=CD2AP PE=1 SV=1 CD2AP_HUMAN CD2AP 71 kDa 31 0
Tryptophan--tRNA ligase, cytoplasmic OS=Homo
19 sapicns OX=9606 GN=WARS1 PE=1 SV=2 SYWC_HUMAN WARSI 33 kDa 17 0
F-actin-capping protein subunit alpha-1 OS=Homo
20 sapiens 0X=9606 GN=CAPZA PE=1 SV=3 CAZA1_HUMAN CAPZA1 33 kDa 12 1
Kinesin-1 heavy chain OS=Homo sapiens OX=9606
21 GN=KIF5B PE=1 SV=1 KINH_HUMAN KIF5B 110 kDa 12 0
F-actin-capping protein subunit beta OS=Homo
22 sapiens OX=9606 GN=CAPZB PE=1 SV=4 CAPZB_HUMAN CAPZB 31 kDa 12 0
Hemoglobin subunit beta OS=Homo sapiens
23 OX=9606 GN=HBB PE=] SV=2 HBB_HUMAN HBB 16 kDa 10 0
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Hemoglobin subunit alpha OS=Homo sapiens

24 OX=0606 GN-HBAI PE-1 SV—2 HBA_HUMAN HBAI 15 kDa 6
Histone H3.2 OS=Homo sapiens OX=9606
25 GNAHAC1S PEol SVo3 H32_ HUMAN H3C15 15 kDa 10
60S ribosomal protein L23a OS=Homo sapiens
26 OX=9606 GN=RPL23A PE=1 SV=1 RL23A_HUMAN RPL23A 18 kDa 4
Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins C1/C2
27 OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=HNRNPC PE=1 HNRPC_HUMAN HNRNPC 34 kDa 6
SvV=4
Microtubule-associated protein 4 OS=Homo sapiens
28 OX-0606 GN-MAP4 PE-1 SV_3 MAP4_ HUMAN MAP4 121 kDa 6
Nucleophosmin OS=Homo sapiens OX=9606
29 GN=NPMI PE=1 SV=2 NPM_HUMAN NPM1 33 kDa 3
Matrin-3 OS=Homo sapiens OX=9606
30 GN=MATR3 PE=1 SV=2 MATR3_HUMAN MATR3 95 kDa 8
40S ribosomal protein S7 OS=Homo sapiens
31 OX=9606 GN=RPS7 PE=1 SV=1 RS7_HUMAN RPS7 22 kDa 7
608 ribosomal protein L9 OS=Homo sapiens
32 OX9606 GN-RPLY PE-1 SV-1 RL9_HUMAN RPLY 22kDa 3
F-actin-capping protein subunit alpha-2 OS=Homo
3 sapicns OX=9606 GN=CAPZA2 PE=1 SV=3 CAZA2_HUMAN CAPZA2 33 kba 6
Core histone macro-H2A.1 OS=Homo sapiens
34 OX=-9606 GNoMACROHIAL PE-1 SVt H2AY HUMAN | MACROH2Al | 40kDa 4
Cytoplasmic dynein 1 heavy chain 1 OS=Homo
» sapiens 0X=9606 GN=DYNCIHI PE=1 SV=5 DYHCI_HUMAN DYNCIHI 332 kDa 8
Annexin A2 OS=Homo sapiens OX=9606
36 GN=ANXA2 PE—] SV=2 ANXA2_HUMAN ANXA2 39 kDa 12
SH3 domain-containing kinase-binding protein 1
37 OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=SH3KBP1 PE=1 SH3K1_HUMAN SH3KBP1 73 kDa 9
SvV=2
Brain-specific angiogenesis inhibitor 1-associated
38 protein 2-like protein 1 OS=Homo sapiens BI2L1_HUMAN BAIAP2L1 57 kDa 11
0X=9606 GN=BAIAP2L1 PE=1 SV=2
Poly(U)-binding-splicing factor PUF60 OS=Homo
3 sapiens 0X=9606 GN=PUF60 PE=1 SV=1 PUF60_HUMAN PUF60 60 kDa 4
408 ribosomal protein S11 OS=Homo sapiens
40 OX=9606 GN=RPS11 PE=1 SV=3 RS11_HUMAN RPS11 18 kDa 7
Complement C4-A OS=Homo sapiens OX=9606
41 GN=C4A PE=1 SV=2 CO4A_HUMAN C4A 193 kDa 8
RNA-binding motif protein, X chromosome
42 OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=RBMX PE=1 RBMX_HUMAN RBMX 42 kDa 4
Sv=3
60S acidic ribosomal protein PO OS=Homo sapiens
43 0X=9606 GN=RPLPO PE=1 SV=1 RLA0O_HUMAN RPLPO 34 kDa 4
44 Sorcin OS=Homo saplesn\s/ :01)(:9606 GN=SRI PE=1 SORCN HUMAN SRI 22 kDa 5
Regulation of nuclear pre-mRNA domain-
45 containing protein 1B OS=Homo sapiens OX=9606 RPR1B_HUMAN RPRDIB 37 kDa 7
GN=RPRDIB PE=1 SV=I
SH3 domain-binding protein 1 OS=Homo sapiens
46 OX=0606 GN-SH3BP1 PE—1 SV~3 3BP1_HUMAN SH3BP1 76 kDa 8
FACT complex subunit SPT16 OS=Homo sapiens
47 OX20606 GN-SUPT16H PE=1 SV-1 SP16H_HUMAN SUPT16H 120 kDa 3
60S ribosomal protein L11 OS=Homo sapiens
48 OXo0606 GNoRPLI1 PE=1 SV—2 RL11_HUMAN RPLI1 20 kDa 5
60S ribosomal protein L12 OS=Homo sapiens
49 OXo0606 GNoRPLI2 PE=1 SV—1 RL12_ HUMAN RPLI2 18 kDa 4
Poly [ADP-ribose] polymerase 1 OS=Homo sapiens
50 OXo9606 GN=PARP] PE—1 SV_4 PARPI_HUMAN PARPI 113 kDa 6
60S ribosomal protein L10 OS=Homo sapiens
51 0X0606 GNoRPLI0 PE-1 SVt RL10_HUMAN RPL10 25 kDa 5
Histone H2B type 1-O OS=Homo sapiens
52 OX=9606 GN_H2BC17 PE-1 SV=3 H2B10_HUMAN H2BC17 14 kDa 4
40S ribosomal protein S18 OS=Homo sapiens
53 0X=9606 GN=RPS18 PE=] SV=3 RS18_HUMAN RPS18 18 kDa 4
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H3
54 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=HNRNPH3 HNRH3_HUMAN HNRNPH3 37 kDa 3
PE=1 SV=2
RNA-binding protein 25 OS=Homo sapiens
55 OX=0606 GN=RBM25 PE=1 SV—3 RBM25_HUMAN RBM25 100 kDa 4
RNA-binding protein 39 OS=Homo sapiens
56 OX=0606 GN-REM30 PE=1 SV—2 RBM39_HUMAN RBM39 59 kDa 6
Peroxiredoxin-1 OS=Homo sapiens 0X=9606
57 GN=PRDX1 PE-] SVot PRDX1_HUMAN PRDX]1 22 kDa 4
408 ribosomal protein S10 OS=Homo sapiens
58 OX=9606 GN<RPS10 PE=1 SV-1 RS10_HUMAN RPS10 19 kDa 3
ATPase family AAA domain-containing protein 3A
59 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=ATAD3A PE=1 ATD3A_HUMAN ATAD3A 71 kDa 4
Sv=2
60 Fibronectin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=FN1 FINC HUMAN FN1 272 kDa 6
PE=1 SV=5 -
61 Alpha-2-macroglobulin OS=Homo sapiens A2MG_HUMAN AIM 163 kDa 3

0X=9606 GN=A2M PE=1 SV=3
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Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein F
62 OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=HNRNPF PE=1 HNRPF_ HUMAN HNRNPF 46 kDa 0
SV=3
608 ribosomal protein L18 OS=Homo sapiens
63 OXo0606 GN-RPLIS PE-1 SV—2 RL18_ HUMAN RPLIS 22kDa 0
Kinesin light chain 1 OS=Homo sapiens OX=9606
64 GNoKLC1 PE-1 SVad KLC1_HUMAN KLC1 65 kDa 0
Carcinoembryonic antigen-related cell adhesion
65 molecule 5 OS=Homo sapiens OX=9606 CEAMS_HUMAN CEACAMS 77 kDa 0
GN=CEACAMS PE=1 SV=3
608 ribosomal protein L22 OS=Homo sapiens
66 0X=9606 GN=RPL22 PE=1 SV=2 RL22 HUMAN RPL22 15 kDa 0
608 ribosomal protein L23 OS=Homo sapiens
67 0X=9606 GN=RPL23 PE=] SV=1 RL23 HUMAN RPL23 15 kDa 0
ELAV-like protein 1 OS=Homo sapiens OX=9606
68 GN=ELAVL1 PE=1 SV=2 ELAVI_HUMAN ELAVLI1 36 kDa 0
60S ribosomal protein L31 OS=Homo sapiens
69 OX=9606 GN=RPL31 PE=1 SV=1 RL31_HUMAN RPL31 14 kDa 0
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein R
70 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=HNRNPR PE=1 HNRPR_HUMAN HNRNPR 71 kDa 0
Sv=1
Single-stranded DNA-binding protein,
71 mitochondrial OS=Homo sapiens OX=9606 SSBP_HUMAN SSBP1 17 kDa 0
GN=SSBPI PE=1 SV=1
Lamin-B1 OS=Homo sapiens OX=9606
72 GN=LMNB] PE=1 SV=2 LMNB1_HUMAN LMNBI 66 kDa 0
60S ribosomal protein L18a OS=Homo sapiens
73 OX=9606 GN=RPL18A PE=1 SV=2 RL18A_HUMAN RPL18A 21 kDa 0
REST corepressor I OS=Homo sapiens OX=9606
74 GN=RCOR1 PE=1 SV=2 RCORI_HUMAN RCORI1 53 kDa 0
Laminin subunit alpha-3 OS=Homo sapiens
75 OX=9606 GN=LAMA3 PE=1 SV=2 LAMA3_HUMAN LAMA3 367 kDa 0
40S ribosomal protein S14 OS=Homo sapiens
76 0X=9606 GN=RPS14 PE=1 SV=3 RS14_ HUMAN RPS14 16 kDa 0
Optineurin OS=Homo sapiens OX=9606
77 GN=OPTN PE=1 SV=3 OPTN_HUMAN OPTN 66 kDa 0
DNA topoisomerase 2-alpha OS=Homo sapiens
78 0X=9606 GN=TOP2A PE=1 SV=3 TOP2A_HUMAN TOP2A 174 kDa 0
Protein-glutamine gamma-glutamyltransferase 2
79 OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=TGM2 PE=1 TGM2_HUMAN TGM2 77 kDa 0
SvV=2
E3 ubiquitin-protein ligase TRIM21 OS=Homo
80 sapiens OX=9606 GN=TRIM21 PE=1 SV=1 ROS2_HUMAN TRIM21 >4 kDa 0
Coiled-coil domain-containing protein 7 OS=Homo
81 sapiens OX=9606 GN=CCDC7 PE=1 SV=3 CCDCT_HUMAN CeDey 157 kDa 0
Epiplakin OS=Homo sapiens OX=9606
82 GN=EPPK1 PE=1 SV=3 EPIPL_HUMAN EPPK1 556 kDa 0
Acylamino-acid-releasing enzyme OS=Homo
83 sapiens 0X=9606 GN=APEH PE=1 SV=4 ACPH_HUMAN APEH 81 kDa 0
Sorbin and SH3 domain-containing protein 2
84 OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=SORBS2 PE=1 SRBS2_HUMAN SORBS2 124 kDa 0
SV=3
Leucine-rich PPR motif-containing protein,
85 mitochondrial OS=Homo sapiens OX=9606 LPPRC_HUMAN LRPPRC 158 kDa 0
GN=LRPPRC PE=1 SV=3
60S ribosomal protein L35 OS=Homo sapiens
86 0X=9606 GN=RPL35 PE=1 SV=2 RL35_HUMAN RPL35 15 kDa 0
408 ribosomal protein S13 OS=Homo sapiens
87 0OX=9606 GN=RPS13 PE=1 SV=2 RS13_HUMAN RPS13 17 kDa 0
Golgin subfamily A member 4 OS=Homo sapiens
88 0X=9606 GN=GOLGA4 PE=1 SV=1 GOGA4_HUMAN GOLGA4 261 kDa 0
60S ribosomal protein L24 OS=Homo sapiens
89 OX=9606 GN=RPL24 PE=1 SV=1 RL24_HUMAN RPL24 18 kDa 0
vizsgalt R
1258 peptidszam
sejtvonal:
Anti-
. - ... | Alternativ Tks4- | kontroll
N87 MS azonositott fehérje Azonosito MW .
Ip minta
minta
Actin, cytoplasmic 2 OS=Homo sapiens OX=9606
1 GN=ACTGI PE=1 SV=1 P63261 ACTGI 42 kDa 14 0
2 Albumin OS=Homo saplgr{j:(;)(:()GOG GN=ALB PE=1 P02768 (+2) 69 kDa 32 0
Alpha-actinin-4 OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=ACTN4 105
3 PE=] SV=2 043707 ACTN4 KDa 4 0
Alpha-amylase 1B OS=Homo sapiens OX=9606
4 GN=AMY 1B PE=1 SV=1 PODTE7 (+2) AMY1B 58 kDa 6 4
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CD2-associated protein OS=Homo sapiens OX=9606

5 GN=CD2AP PE=1 SV=1 QI9Y5K6 CD2AP 71 kDa 9
Cell division cycle and apoptosis regulator protein 1 133
6 0S=Homo sapicns OX=9606 GN=CCAR1 PE=1 SV=2 Q8IX12 CCARI kDa 8
Core histone macro-H2A.1 OS=Homo sapiens OX=9606
7 GN=MACROH2A1 PE=1 SV=4 075367 MACROH2A1 40 kDa 4
3 Desmoplakin OS=Homo sapleils 0X=9606 GN=DSP PE=1 P15924 DSP 332 3
SV=3 kDa
Endoplasmic reticulum chaperone BiP OS=Homo sapiens
i 0X=9606 GN=HSPAS5 PE=1 SV=2 P11021 HSPAS 72 kDa 3
F-actin-capping protein subunit alpha-1 OS=Homo sapiens
10 0OX=9606 GN=CAPZA | PE=] SV=3 P52907 CAPZAL 33 kDa 4
1 Fibronectin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=FN1 PE=1 P02751 FN1 272 5
SV=5 kDa
Heat shock cognate 71 kDa protein OS=Homo sapiens
12 OX=9606 GN=HSPAS PE=1 SV=1 P11142 HSPAS 71 kDa 12
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K OS=Homo
13 sapiens OX=9606 GN=HNRNPK PE=1 SV=1 P61978 HNRNPK 31kDa 3
Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins A2/B1
14 OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=HNRNPA2B1 PE=1 P22626 HNRNPA2B1 37 kDa 5
Sv=2
Histone H2A type 1-B/E OS=Homo sapiens OX=9606
15 GN=H2AC4 PE=1 SV=2 P04908 (+2) H2AC4 14 kDa 4
Histone H2B type 1-D OS=Homo sapiens OX=9606
16 GN=H2BC5 PE=1 SV=2 P58876 (+6) H2BCS5 14 kDa 13
17 Histone H3.1 OS=H0moﬁsaplerls 0X=9606 GN=H3Cl P68431 H3C1 15 kDa 5
PE=1 SV=2
18 Histone H4 OS=Homo Saplse\l’}szg)x=9606 GN=H4C1 PE=1 P62805 H4C1 11 kDa 6
Hornerin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=HRNR PE=1 282
19 SV=2 Q86YZ3 (+1) HRNR kDa 5
Immunoglobulin heavy constant gamma 1 OS=Homo
20 sapiens 0X=9606 GN=IGHG1 PE=1 SV=I POI857 (+1) IGHGI 36 kDa 6
Junction plakoglobin OS=Homo sapiens OX=9606
21 GN=JUP PE=1 SV=3 P14923 Jup 82 kDa 5
Keratin, type I cytoskeletal 14 OS=Homo sapiens
22 OX=9606 GN=KRT14 PE=1 SV=4 P02533 (+1) KRT14 52 kDa 3
Keratin, type I cytoskeletal 16 OS=Homo sapiens
23 OX=9606 GN=KRT16 PE=1 SV=4 P08779 (+1) KRT16 51 kDa 3
Keratin, type I cytoskeletal 18 OS=Homo sapiens
24 OX=9606 GN=KRT18 PE=1 SV=2 P05783 KRT18 48 kDa 15
5 Nebulin OS=Homo saplensE)X=9606 GN=NEB PE=1 P20929 NEB 773 3
SV=5 kDa
Plectin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=PLEC PE=1 532
26 SV=3 Q15149 PLEC kDa 102
Polypyrimidine tract-binding protein 1 OS=Homo sapiens
27 OX=9606 GN=PTBP1 PE=1 SV=1 P26599 PTBP1 57 kDa 3
8 Prelamin-A/C OS:H()I;I(E) :s?psli/n:sloxz%% GN=LMNA P02545 LMNA 74 kDa 9
Probable ATP-dependent RNA helicase DDX5 OS=Homo
29 sapiens 0X=9606 GN=DDX5 PE=1 SV=I P17844 DDX5 69 kDa 4
30 Serotransferrin OS=Homo ;a\}/n:e;s 0X=9606 GN=TF PE=1 P02787 TF 77 kDa 3
SH3 and PX domain-containing protein 2B OS=Homo 102
31 sapiens OX=9606 GN=SH3PXD2B PE=1 SV=3 AIX283 SH3PXD2B kDa 3
32 Sorcin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=SRI PE=1 SV=1 P30626 SRI 22 kDa 5
Stress-70 protein, mitochondrial OS=Homo sapiens
33 0X=9606 GN=HSPA9 PE=1 SV=2 P38646 HSPA9 74 kDa 3
34 Titin OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=TTN PE=1 SV=4 Q8Wz42 TTN 31531: 11
35 Transketolase OS:HomS saplejls 0X=9606 GN=TKT P29401 TKT 68 kDa 3
PE=1 SV=3
Tryptophan--tRNA ligase, cytoplasmic OS=Homo sapiens
36 O0X=9606 GN=WARS] PE<1 SV=2 P23381 WARSI1 53 kDa 7
Actin, cytoplasmic 1 OS=Homo sapiens OX=9606
37 GN=ACTB PE=1 SV=1 P60709 (+1) ACTB 42 kDa 0
Transformation/transcription domain-associated protein 438
38 0S=Homo sapicns 0X=9606 GN=TRRAP PE=1 SV=3 QIY4AS TRRAP kDa 0
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1.abra: A549 sejtek kariotipizalasi eredménye (UD-GenoMed Medical altal). Pirossal jel6lve
az 5.kromoszoma, amelyen a Tks4 gén talalhato.
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2.abra: Az A549 WT ¢s Tks4-KO sejtvonalak SNP autentifikécios analizise Microsynth AG
altal.

A549 WT: A kiildott minta 100 %-ban megegyezik az A549 sejtvonal DNS-profiljaval (Cellosaurus,
RRID:CVCL_0023).

4.2 Electropherogrom i
4. Analysis Results
4.1. symmary Table of the STR Profile
) T e e —
we 156 0 0 20 e e R Locus i Mark ) Allele Dotobase Alieles  Comments
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A549 Tks4-KO 1: A kiildott minta 100 %-ban megegyezik az A549 sejtvonal DNS-profiljaval
(Cellosaurus, RRID:CVCL_0023).

4.2, Electropherogrom
4. Analysis Results
(o) ) e S oy ) 4.1. Summary Table of the STR Profile
100 » ) o % e s = g
Chromosomal Core STR _ Customer Sample =
Location Marker
351358 Cchio3 16 16
I. i [ THO1 Che11 Yes 893 8/93
irpmmisas e rai 021511 Chi21 29 2
5] i T}
D18551 Chr1s 14117 1417
o= ] oesay ey Caapa—i Penta_E Chr15 7m 7/m
— s s e = 055818 Che0s Yes. 1 1
135317 chr13 Yes 11 1
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T ....... e
W HE) f\_q s CSFIPO Chi05 Yes 10/12 10/12
5 S o) . Penta_D Chi21 9 9
[_oesi7e | [ wex | | IS S
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A549 Tks4-KO 2: A kiildott minta 100 %-ban megegyezik az A549 sejtvonal DNS-profiljaval
(Cellosaurus, RRID:CVCL_0023).

4.2. Electropherogram 4. Analysis Results

4.1. Summary Table of the STR Profile
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