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Bevezetés

Az epitelidlis-mezenchimalis &tmenet (EMT) egy olyan folyamat, amely soran a sejtek elvesztik
epitelidlis fenotipusos jellegiiket és mezenchimalis tulajdonsdgokat nyernek. Az EMT-nek
harom tipusa ismert, az elsé tipus: az embriondlis fejlédésben (implantacid, gasztrulacio,
veldesé  kialakulas) megjelend, a masodik tipus a sebgygogyulds, szovet regeneracid
folyamataban el6forduldo, a harmadik tipus a tumor progresszioval ¢és metasztazissal
Osszekapcsolhatd EMT [1]. Nemrég jelent meg a hibrid EMT vagy masnéven részleges EMT
fogalma, amelynek jelentése az, hogy a sejtek egyiittesen expresszaljak az epitelidlis és a
mezenchimadlis markereket, egyfajta plasztikus allapot, amely soran a sejtek rugalmasan
mozognak az epitelidlis-mezenchimalis tengelyen, tehat képesek szabadon atalakulni az egyik
allapotbol a masikba (epitelialisbol mezenchimalisba, mezenchimalisbol epitelidlisba, ezt az
utobbi folyamatot MET-nek nevezziik)[1-4]. Munkdm sordn az embriondlis fejlédésben

végbemend EMT és a tumorszdvetben megfigyelheto EMT-szert folyamatokat vizsgaltam.

A Tks4 (gén név: SH3PXD2B) fehérje a Frank-Ter Haar szindroma (FTHS) vizsgalata soran
keriilt a tudoméanyos kutatasok fokuszaba. Az FTHS egy ritka, velesziiletett fejlodési
rendellenesség, amelynek hatterében egyediil a Tks4 gén mindkét alléljat érinté mutacidja all
[5]. Az érintett gyerekek tlinetei kozott szerepelnek koponya- és csontdeformitasok (gorbiilt és
megrovidiilt csontok, kidiilledd szemek, fogazati rendelleneségek), valamint szem-(glaukdéma),
szivproblémak és zsirdifferencidcios problémak [5—8]. A monogénes betegség hatterében allo
molekuléris folyamatokat vizsgalhatjuk a mar rendelkezésre 4ll6 Tks4-KO egérmodelleken
keresztiil (munkacsoportunk is allitott el Tks4-KO egér torzset-e célbdl [6]), de az ugyancsak
kutatva, kutatdcsoportunk érdeklodését felkeltette, hogy az elmult években egyre nagyobb
figyelmet kapott az a feltételezés, hogy a Tks4 egyes raktipusokban potencidlis biomarkerként
is szolgalhat, ami Osszefliggésbe hozhatdo a Tks4 EMT és invadopddia képzést befolyasolo
funkcidjaval [9-14].

Célkitiizések

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

embrionalis fejlddésben, mind a tumorbioldgidban is (1.4bra).



Célok:

=  Egy Tks4-hidnyos embrionalis 6ssejt modell 1étrehozasa, a Tks4 fehérje human embrionalis
fejlédésben betoltott szerepének és a FTHS molekularis mechanizmusainak feltarasdhoz.

= Tks4 allvanyfehérje szerepének vizsgalata tumoros sejtekben egy Tks4-hidnyos in vitro
tiildétumor modell segitségével.

= EMT folyamat tanulményozésa az eldallitott Tks4-KO sejtvonalakban, normal ¢&s
tiidétumoros sejtekben.

» Az EMT mechanizmusanak pontosabb megértése érdekében a Tks4-kozépponta
molekularis halézat feltérképezése és Tks4-IP-MS technikaval eddig még nem ismert Tks4
partnerfehérjék azonositasa.

» A Tks4 expresszids szintjének vizsgalata tiidétumoros esetekben, hogy felderitsiik a Tks4

biomarkerként valo alkalmazasanak lehetdségeit.

Uj
partnerek
?

1.abra: Célkitiizéseim: a Tks4 szerepének atfogd vizsgalata.

Anyagok és modszerek
In vitro és in silico modszereket alkalmaztunk a Tks4 EMT-ben betoltott szerepének

vizsgalatdhoz. CRISPR-Cas9 modszerrel a Tks4-hianyos HUES9 embrionalis dssejtvonalat €s
A549 tiid6 adenokarcindbma sejtvonalat hoztam Ilétre. A HUES9 sejteket spontan
differencialtattuk embrioid testecske (EB) képzésen keresztiil, valamint mezenchimalis &ssejt
iranyba differencialtattuk a TTK Humén Pluripotens Ossejt Laboratoriuméban Dr. Apati Agota
csoportja segitségével, hogy vizsgaljuk a Tks4-KO sejtek differenciacids képességeit. Az A549
human tiid6 adenocarcinoma sejtekben invadopoddia képzddés mértékét vizsgaltam F-aktin és
cortactin festéssel, EMT markerek szintjeit mértem RT-qPCR-ral, Western blottal ¢és
immuncitokémidval. A Tks4 mRNS szintjét vizsgaltam humdén tiidétumor mintdkban
bioinformatikai elemzés (GEPIA2) és TissueScan cDNS array segitségével (RT-qPCR). A Tks4

interaktomjat azonositottam Tks4-IP-tomegspektrometrids modszerrel kiilonbdzé tumor
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sejtekben (MCF7-emlorak, HPAC-hasnyalmirigyrak, N87-gyomorrak, HCT116-vastagbélrak,

és A549-tidérak). Munkam soran, a CAPZA1 (F-actin-capping protein subunit alpha-1) eddig

még nem ismert Tks4 partner fehérjét azonositottam, amelynek lokalizacidjat és a Tks4-el valod

interakcidjat mutattam ki Duolink proximity ligacids esszével harom tiidorak sejtvonalban

(NCI-H460, HOP-92, A549), valamint prediktaltuk a CAPZA1 Tks4-hez valo kotodésének

valdszintisithetd helyét Dr. Pancsa Rita segitségével. Ezt kovetéen halozatelemzéssel, irodalmi

adatok és sajat kisérletes adatok alapjan felvazoltam a Tks4-interaktomot, amelybdl az EMT-

ben szerepet jatszo partnereket vizsgaltam Tks4-IP-Western blot modszerrel HUES9, A549,
NCI-H460, HOP-92 sejtekben.

Eredmények

Sikeresen létrehoztunk két homozigdta Tks4-KO klont és két heterozigdta Tks4-KO
klont a normal kariotipusi HUES9 embrionalis pluripotens Gssejtvonalbol (Osseit
Laboratérium segitségével).

A Tks4-KO HUESY9 sejtek mind a harom csiralemez irdnyba képesek voltak
differencialddni, hasonloan az eredeti WT HUESO sejtekhez.

A HUES9 embrionalis pluripotens 0ssejtvonalbdl mezenchimalis dssejteket
differencialtattunk (Ossejt Laboratorium segitségével) és vizsgaltam a kiilonbozo
differenciacidés markerek szintjét, amely soran csdkkent E-cadherin és Snail fehérje
szinteket és a csontszovet kialakulasaban szerepet jatszo (GATA4, GSC) transzkripcios
faktorok alacsonyabb expresszios szintjét mértem Tks4-KO sejtekben.

Két homozigota Tks4-KO klont hoztam létreA549 tiid6 adenokarcindma sejtekbdl.
Megallapitottam, hogy a Tks4-KO A549 klonok morfologidja megvaltozott, elogéltabb
fenotipust mutatnak, amelyet az F-aktinnal festett sejtek formafaktor szamitasaval
erdsitettem meg (1-hez kozeli értek kerekebb alakot jelent[15]).

Kimutattam a cortactin és F-aktin kolokalizacioja segitségével, hogy a Tks4-KO A549
sejtekben invadopodia struktardk szdma csokkent a vad tipusu sejtekhez képest. A
wound healing essz¢é eredményei a Tks4-KO sejtek migracios képességének enyhe
csokkenését mutattak a vad tipusu sejtekhez képest.

Vizsgéltam a Tks4-hidnydnak hatasat az EMT folyamatra, ahol azt taldltam, hogy az
EMT markerek génexpresszios profilja megvaltozott: mindkét Tks4-KO klonban a
fibronectin, Snai2, N-cadherin expresszids szintje emelkedett, mig az E-cadherin
expresszioja csokkent. Ezenkivill az egyik Tks4-KO klon a Snail és a Twist

transzkripcids faktorok megnovekedett mRNS-szintjét mutatta. A vimentin és a



fibronectin a Tks4-KO sejtekben a vad tipusu sejtekhez képest megndvekedett
expressziot mutat ICC és WB mérések alapjan is. A Tks4-KO sejtekben mas EMT
markerek, példaul az N-cadherin expresszios szintjében nem észleltem szignifikans
kiilonbségeket. Osszességében, tehat a tiidé adenokarcindma sejtek Tks4 hidnyaban egy
EMT-szerl allapotban kertiltek és kevert mezenhimalis/epitelidlis fenotipust mutattak.
A Tks4 lehetséges biomarker valo alkalmazhatosagat vizsgaltam adatbazis elemzéssel
(GEPIA2), ahol a Tks4 mRNS expresszidjanak szignifikdns csokkenését mutattam ki a
tumoros tiidészovetekben a normal tiddszovetekhez képest. Tovabba azt is
megfigyeltem, hogy a Tks4 mRNS csokkent szintje a tiidérdkos betegek rosszabb
tulélésével korrelal.

A betegekbdl szarmaz6 tiidétumor cDNS array-ben ugyancsak a Tks4 mRNS szintjét
vizsgaltam, méréseim megerdsitették az adatbdzis-elemzés eredményeit, ugyanis Tks4
expressziojanak csokkenését mutattdk a tiidérakos mintdk a normal mintadkhoz képest.
A Tks4-IP-MS-analizis sordn azonositott 0j potencialis partnerfehérjék koziil a
CAPZA1-re fokuszaltam hiszen a CAPZA1 mind az 6t elemzett sejtvonalban jelen volt,
mint potencialis Tks4 partnermolekula.

A Tks4 és a CAPZAI interakcidjdnak megerdsitésére megvizsgaltam a lokalizaciojat
harom tiidérakos sejtvonalban (A549, HOP-92 és NCI-H460), ami azt mutatta, hogy
mind a Tks4, mind a CAPZAl a membran alatti struktardkban és a sejtek
citoplazmajaban van jelen. Azonositottuk azt a rovid linearis motivumot a Tks4-en beliil
(636-654 kozotti aminosav szekvencia), mely lehetséges ,,capping protein interacting
(CPI) motivumnak” tekinthetd, tehat ahova kotddhet a CAPZAL.

Tovéabba proximity ligacios esszét (PLA) is végeztem annak megerdsitésére, hogy a két
fehérje a sejtekben is kdlcsOnhatasban van egymassal, amely a két fehérje szoros
kozelségét ¢és kotddését bizonyitja a mindharom tiidérdkos sejtvonal sejtjeinek
citoplazmajaban.

Vizsgaltam az alacsony oxigénkoncentracidju allapot hatdsat az EMT-szer(i fenotipusra
A549 tiiddraksejtekben és azt tapasztaltam, hogy a Tks4-KO sejtvonalak kifejezettebb
EMT-szert allapotot mutattak, mint a vad tipust sejtek, és gyorsabb valaszt mutattak az
EMT-induk4l6 alacsony oxigénszintli kdrnyezetre: a Snai2 és a Twist mRNS szintje
jelentésebb emelkedést, valamint az E-cadherin mRNS szintje csokkenést mutatott a
Tks4-KO klonokban. Tovabba a CAPZA1 szintje is lecsokkent a Tks4 hianyos

sejtekben alacsony oxigénkoncentracios koriilmények kozott.



= A Tks4 interakcios halozatat HUES9 embriondlis dssejtekben ¢€s tiidétumorsejtekben
(A549, HOP-92, NCI-H460) tanulméanyoztam. A STRING adatbazis segitségével,
kisérleti adatainkat beépitve létrehoztam egy Tks4-alapu fehérje interakcios halozatot,
amelybdl kivalasztottam az EMT-ben szerepet jatsz6 fehérjéket (Grb2, Cortactin,
CD2AP, CAPZAL1), és Tks4-IP Western blot kisérletekkel igazoltam, hogy ezek a

fehérjék Tks4 partnerek ezekben a sejtvonalakban.

Kovetkeztetések

Az embrionalis dssejtek esetében a Tks4-hidnya nem zavarta az alapveto csiralemez-képzddést,
ami az FTHS és Tks4-KO egerekben is igy alakul, ugyanis a betegség ellenére €letképesek az
utdédok, nem meglepd, hogy a Tks4-KO HUES9 sejtek is megdrizték széleskorti
differencialodasi képességiiket. Igy a Tks4 hidnya nem ezen a szinten okoz problémét az
embrionalis fejlddés soran. Ezekutin a pluripotens Ossejtekbdl mezenchimalis Ossejteket
differencialtattunk és differenciacidos markerek szintjeit vizsgaltuk, ahol a f6bb EMT markerek
(E-cadherin és Snail) expresszios szintje megvaltozott. Ezek alapjan feltételezziik, hogy a Tks4
nem kulcsszabdlyozdja az EMT-nek, de szerepet jatszik e folyamat finomhangoldséban.
Valamint a csontszovet kialakuldsédban szerepet jatszo6 (GATA4, GSC [16,17]) transzkripcios
faktorok alacsonyabb szintje a Tks4-KO MSCk-ben arra utalnak, hogy a differenciadlodasi
folyamat kinetikdja megvaltozott, ami az FTHS-hez kapcsolodd szoveti Osszetételt
eredményezhet. Ezek az adatok 6sszhangban vannak azzal a megfigyeléssel, hogy a Tks4-nek
szerepe van a csontszovet-képzddésben [5,7], ami Osszefligghet az FTHS betegek

csontfenotipusaval.

A Tks4 tumorbiologidban betoltott szerepét is egyre tobb kutatocsoport vizsgalja, ugyanis
biomarkerként valé alkalmazhatosagat mar kimutattdk gyomorrdkban, hepatocellularis
karcinomaban ¢€s melanomaban azonban a tiidérakban betdltott szerepét eddig még nem
tanulmanyoztak [10,11,18]. Ezért adatbazis-elemzést és humén tiidérdk szoveti mintdk qPCR
méréseit is elvégeztem. Az eredmények sordn azt tapasztaltam, hogy a Tks4 mRNS szintje
alacsonyabb a tiidérak szovetekben, mint az egészséges szovetekben. Ez arra utal, hogy a Tks4
potencialis biomarkerként szolgadlhat az egészséges ¢és a rékos tiidészovetek
megkiilonboztetésére. Emellett a legalacsonyabb Tks4 expresszios szintet a tlidorak
legeldrehaladottabb stadiumaban mértem. Ennek megfeleléen a Tks4 mRNS expresszios
szintjének qPCR-rel torténd mérése a sebészileg eltavolitott tiidészovet mintdkban segithet a

betegség lehetséges progndzisanak meghatarozasaban.



Tovabba tiid6 adenokarcindéma sejtekben (A549) in vitro mddszerekkel is tanulményoztam a
Tks4-hianyat, amely egy elongalt, mezenchimalis-szerli fenotipust eredményezett. Ez hasonl6
ahhoz, amit kordbban Tks4-KO vastagbélrak sejtekben is megfigyelt a munkacsoportunk, ahol
megnyult és kevésbé koralakt sejtalakot fedeztiink fel [12]. Ezen talmenden, a Tks4-KO
tiidorak sejtekben eredményeim egy epitelidlis-mezenchimalis hibrid fenotipus jelenlétét
sugalljak, amelyet a mezenchimalis markerek, mint példaul a fibronectin, az N-cadherin ¢és a
Snai2 transzkripcids faktor fokozott génexpresszidja jellemez és az epitelidlis marker, az E-
cadherin csokkent expresszidja mutat a Tks4-KO klonokban, amelyek az EMT folyamat
jellegzetességei. Fontos kiemelni, hogy nem minden EMT-hez kapcsolodé marker
fehérjeszintje mutatott egységes valtozast, mivel az N-cadherin szintje a vad tipusu sejtekhez
hasonléan megmaradt a Tks4-KO sejtekben is. Altalanossagban elmondhaté, hogy a migracios
képesség és az invadopddia kialakulasa az invaziv rakos sejtek jellegzetességei. Erdekes modon
a Tks4-KO rékos sejtek migracios képessége kissé csokkent, illetve a Tks4 hianyéaban a sejtek
invadopodia képzddése is csokkent mértéket mutat. Feltételeztiik, hogy az eltéré hatasok
(csokkent invadopodia képzés, megemelkedett EMT marker expresszid, csokkent migracios
képesség) mechanizmusa mogott az allhat, hogy a Tks4 partnerei is tobbféleképpen
befolyasolhatjdk az EMT-t. Tehat a Tks4 partnermolekuldk aktudlis szintje, aranya, kotddése és
igy a Tks4 utani (down stream) szignalizacio kiilonbozd hatassal birhat az EMT folyamatok
kimenetélre. A Tks4-interaktom leirasahoz Tks4-IP-tomegspektromterids elemzést végeztem,
ahol ) Tks4 partnereket azonositottam: a CAPZA1 fehérjét. A Tks4-CAPZAI1 interakciojat
Tks4-1P-t kovetd western blottal, Duolink proximity ligacios esszével, valamint Dr. Pancsa Rita
segitségével predikcios analizissel validaltam. Hepatocellularis karcindma sejtekben azt is
kimutattak, hogy a CAPZA1 csokkent expresszidja hajtja az alacsony oxigénszint altal indukalt
EMT folyamatot [19], illetve egy masik kutatocsoport kimutatta, hogy az altalunk is
alkalmazott A549 sejtvonalban az oxigénszint csokkenése az EMT folyamatot indukalja [20],
igy ezt is megvizsgaltam a Tks4-hidnyos tiidérak sejtvonalban. Az tapasztaltam, hogy a Tks4-
KO sejtek az alacsony oxigén altal kivaltott stresszre erdteljesebb EMT-szerli fenotipusos
valtozassal reagaltak, mint a vad tipusit A549 sejtek, ezek az eredmények azt is mutathatjak,
hogy alapvetéen a Tks4 kiiitése egy plasztikusabb, EMT indukcidra gyorsabban reagaléd

sejttipust eredményezett.

Hipotézisiink szerint a Tks4 allvanyfehérjéhez kapcsolodo jeltovabbitd molekuldk aktualis
jelenléte és a kozottiik 1évo kotddési viszonyok kiilonb6zé mdodon befolyasolhatjak a Tks4 utani

jelatviteli folyamatokat, ezért tovabbi Tks4 interaktom vizsgéalatokat végeztiink, hogy



azonositsuk a Tks4 partnermolekulakat. Ezekbe a kisérlet sorozatokba bevontam harom tiid6
rak sejtvonalat (A549, NCI-H460, HOP-92) ¢s a HUES9 embriondlis sejtvonalat, hogy Tks4-
IP-WB kisérleteket végezzek. Ahhoz, hogy a cél fehérjéket kivalasszam ehhez a kisérlethez
elsoként STRING adatbazis, irodalmi adatok ¢€s sajat kutatdsi adataink alapjan egy fehérje-
fehérje interakcids halozatot hoztam Iétre (2.4bra), amelybdl tovabbi irodalmi adatok alapjan
azok kapcsolatat validalt a Tks4 fehérjével, amelyek az EMT folyamatdban részt vesznek (Grb2
[21], CAPZA1 [19], CD2AP [13], Cortactin [22]). Az eredmények azt mutatjak, hogy a
partnerfehérjék jelen vannak az embrionalis mezenchimalis dssejtekben €s a harom tiidorak

sejtben is a Tks4 interaktomban.

m—p  SRC altali foszforilacié Adapter proteinek

s Direkt interakcié Tks4-el

Tks4 partnerek kozotti interakeio . EMT-hez kapesolodo Tks4
partnerek

2.abra: A Tks4 partner molekulak fehérje-fehérje kdlesonhatasainak elemzése: A Tks4 teljes interakcids halozata.
Az interakcios elemzést a STRING (https:/string-db.org/). segitségével vizualizaltam, beépitve kisérleti és az
irodalmi adatokat.

A bemutatott in vitro sejtes kisérleteim Osszességében arra mutattak ra, hogy a Tks4 hianya a
tumoros sejtekben hibrid-EMT folyamatot indukéal, mig a HUES9 MSC sejtekben ezt a
folyamatot enyhén lassitja, a tovabbi differencidcid/elkotelezddés 1épéseit akadalyozhatja. Ez
arra utal, hogy a normal ¢és tumoros sejtek eltérden reagalnak a Tks4 hianyara. A targyalt
eredmények azt mutatjak, hogy a Tks4 és az altala szervezett hal6zatban részt vevé molekulak
jelenléte egyiittesen jarulnak hozza az EMT-szer(i folyamatokhoz, az invadopddia képzddéshez
és a differenciacio szabalyozasahoz. Osszefoglalva, ez a doktori kutatis jelentdsen bdviti
ismereteinket a Tks4-interaktomrol és annak szerepérdl az embriondlis Ossejtekben ¢és

tiidoraksejtekben zajlo EMT-szerti folyamatok szabéalyozasaban (3.4bra).
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3.abra: PhD disszertdciomban bemutatott eredmények osszefoglalasa.
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