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Bevezetés 

Az epiteliális-mezenchimális átmenet (EMT) egy olyan folyamat, amely során a sejtek elvesztik 

epiteliális fenotípusos jellegüket és mezenchimális tulajdonságokat nyernek. Az EMT-nek 

három típusa ismert, az első típus: az embrionális fejlődésben (implantáció, gasztruláció, 

velőcső kialakulás) megjelenő, a második típus a sebgygógyulás, szövet regeneráció 

folyamatában előforduló, a harmadik típus a tumor progresszióval és metasztázissal 

összekapcsolható EMT [1]. Nemrég jelent meg a hibrid EMT vagy másnéven részleges EMT 

fogalma, amelynek jelentése az, hogy a sejtek együttesen expresszálják az epiteliális és a 

mezenchimális markereket, egyfajta plasztikus állapot, amely során a sejtek rugalmasan 

mozognak az epiteliális-mezenchimális tengelyen, tehát képesek szabadon átalakulni az egyik 

állapotból a másikba (epiteliálisból mezenchimálisba, mezenchimálisból epiteliálisba, ezt az 

utóbbi folyamatot MET-nek nevezzük)[1–4]. Munkám során az embrionális fejlődésben 

végbemenő EMT és a tumorszövetben megfigyelhető EMT-szerű folyamatokat vizsgáltam. 

A Tks4 (gén név: SH3PXD2B) fehérje a Frank-Ter Haar szindróma (FTHS) vizsgálata során 

került a tudományos kutatások fókuszába. Az FTHS egy ritka, veleszületett fejlődési 

rendellenesség, amelynek hátterében egyedül a Tks4 gén mindkét allélját érintő mutációja áll 

[5]. Az érintett gyerekek tünetei között szerepelnek koponya- és csontdeformitások (görbült és 

megrövidült csontok, kidülledő szemek, fogazati rendelleneségek), valamint szem-(glaukóma), 

szívproblémák és zsírdifferenciációs problémák [5–8]. A monogénes betegség hátterében álló 

molekuláris folyamatokat vizsgálhatjuk a már rendelkezésre álló Tks4-KO egérmodelleken 

keresztül (munkacsoportunk is állított elő Tks4-KO egér törzset-e célból [6]), de az ugyancsak 

hasznos humán őssejtalapú in vitro modell még nem állt rendelkezésünkre. A Tks4 biológiáját 

kutatva, kutatócsoportunk érdeklődését felkeltette, hogy az elmúlt években egyre nagyobb 

figyelmet kapott az a feltételezés, hogy a Tks4 egyes ráktípusokban potenciális biomarkerként 

is szolgálhat, ami összefüggésbe hozható a Tks4 EMT és invadopódia képzést befolyásoló 

funkciójával [9–14].  

Célkitűzések 

A doktori munkám célja az volt, hogy feltárjam, hogyan határozza meg a Tks4 állványfehérje 

a jelátviteli folyamatokat normál és daganatos sejtekben, valamint annak vizsgálata, hogy 

milyen szerepet játszik a Tks4 az EMT folyamatában, mely alapvető jelentőséggel bír mind az 

embrionális fejlődésben, mind a tumorbiológiában is (1.ábra).  
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Célok: 

▪ Egy Tks4-hiányos embrionális őssejt modell létrehozása, a Tks4 fehérje humán embrionális 

fejlődésben betöltött szerepének és a FTHS molekuláris mechanizmusainak feltárásához. 

▪ Tks4 állványfehérje szerepének vizsgálata tumoros sejtekben egy Tks4-hiányos in vitro 

tüdőtumor modell segítségével. 

▪ EMT folyamat tanulmányozása az előállított Tks4-KO sejtvonalakban, normál és 

tüdőtumoros sejtekben. 

▪ Az EMT mechanizmusának pontosabb megértése érdekében a Tks4-középpontú 

molekuláris hálózat feltérképezése és Tks4-IP-MS technikával eddig még nem ismert Tks4 

partnerfehérjék azonosítása. 

▪ A Tks4 expressziós szintjének vizsgálata tüdőtumoros esetekben, hogy felderítsük a Tks4 

biomarkerként való alkalmazásának lehetőségeit. 

 

 

 

 

 

 

 

1.ábra: Célkitűzéseim: a Tks4 szerepének átfogó vizsgálata. 

Anyagok és módszerek 

In vitro és in silico módszereket alkalmaztunk a Tks4 EMT-ben betöltött szerepének 

vizsgálatához. CRISPR-Cas9 módszerrel a Tks4-hiányos HUES9 embrionális őssejtvonalat és 

A549 tüdő adenokarcinóma sejtvonalat hoztam létre. A HUES9 sejteket spontán 

differenciáltattuk embrioid testecske (EB) képzésen keresztül, valamint mezenchimális őssejt 

irányba differenciáltattuk a TTK Humán Pluripotens Őssejt Laboratóriumában Dr. Apáti Ágota 

csoportja segítségével, hogy vizsgáljuk a Tks4-KO sejtek differenciációs képességeit. Az A549 

humán tüdő adenocarcinoma sejtekben invadopódia képződés mértékét vizsgáltam F-aktin és 

cortactin festéssel, EMT markerek szintjeit mértem RT-qPCR-ral, Western blottal és 

immuncitokémiával. A Tks4 mRNS szintjét vizsgáltam humán tüdőtumor mintákban 

bioinformatikai elemzés (GEPIA2) és TissueScan cDNS array segítségével (RT-qPCR).  A Tks4 

interaktomját azonosítottam Tks4-IP-tömegspektrometriás módszerrel különböző tumor 
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sejtekben (MCF7-emlőrák, HPAC-hasnyálmirigyrák, N87-gyomorrák, HCT116-vastagbélrák, 

és A549-tüdőrák).  Munkám során, a CAPZA1 (F-actin-capping protein subunit alpha-1) eddig 

még nem ismert Tks4 partner fehérjét azonosítottam, amelynek lokalizációját és a Tks4-el való 

interakcióját mutattam ki Duolink proximity ligációs esszével három tüdőrák sejtvonalban 

(NCI-H460, HOP-92, A549), valamint prediktáltuk a CAPZA1 Tks4-hez való kötődésének 

valószínűsíthető helyét Dr. Pancsa Rita segítségével. Ezt követően hálózatelemzéssel, irodalmi 

adatok és saját kísérletes adatok alapján felvázoltam a Tks4-interaktomot, amelyből az EMT-

ben szerepet játszó partnereket vizsgáltam Tks4-IP-Western blot módszerrel HUES9, A549, 

NCI-H460, HOP-92 sejtekben. 

Eredmények 

▪ Sikeresen létrehoztunk két homozigóta Tks4-KO klónt és két heterozigóta Tks4-KO 

klónt a normál kariotípusú HUES9 embrionális pluripotens őssejtvonalból (Őssejt 

Laboratórium segítségével). 

▪ A Tks4-KO HUES9 sejtek mind a három csíralemez irányba képesek voltak 

differenciálódni, hasonlóan az eredeti WT HUES9 sejtekhez.  

▪ A HUES9 embrionális pluripotens őssejtvonalból mezenchimális őssejteket 

differenciáltattunk (Őssejt Laboratórium segítségével) és vizsgáltam a különböző 

differenciációs markerek szintjét, amely során csökkent E-cadherin és Snai1 fehérje 

szinteket és a csontszövet kialakulásában szerepet játszó (GATA4, GSC) transzkripciós 

faktorok alacsonyabb expressziós szintjét mértem Tks4-KO sejtekben. 

▪ Két homozigóta Tks4-KO klónt hoztam létreA549 tüdő adenokarcinóma sejtekből. 

Megállapítottam, hogy a Tks4-KO A549 klónok morfológiája megváltozott, elogáltabb 

fenotípust mutatnak, amelyet az F-aktinnal festett sejtek formafaktor számításával 

erősítettem meg (1-hez közeli érték kerekebb alakot jelent[15]). 

▪ Kimutattam a cortactin és F-aktin kolokalizációja segítségével, hogy a Tks4-KO A549 

sejtekben invadopódia struktúrák száma csökkent a vad típusú sejtekhez képest. A 

wound healing esszé eredményei a Tks4-KO sejtek migrációs képességének enyhe 

csökkenését mutatták a vad típusú sejtekhez képest. 

▪ Vizsgáltam a Tks4-hiányának hatását az EMT folyamatra, ahol azt találtam, hogy az 

EMT markerek génexpressziós profilja megváltozott: mindkét Tks4-KO klónban a 

fibronectin, Snai2, N-cadherin expressziós szintje emelkedett, míg az E-cadherin 

expressziója csökkent. Ezenkívül az egyik Tks4-KO klón a Snai1 és a Twist 

transzkripciós faktorok megnövekedett mRNS-szintjét mutatta. A vimentin és a 
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fibronectin a Tks4-KO sejtekben a vad típusú sejtekhez képest megnövekedett 

expressziót mutat ICC és WB mérések alapján is. A Tks4-KO sejtekben más EMT 

markerek, például az N-cadherin expressziós szintjében nem észleltem szignifikáns 

különbségeket. Összességében, tehát a tüdő adenokarcinóma sejtek Tks4 hiányában egy 

EMT-szerű állapotban kerültek és kevert mezenhimális/epiteliális fenotípust mutattak. 

▪ A Tks4 lehetséges biomarker való alkalmazhatóságát vizsgáltam adatbázis elemzéssel 

(GEPIA2), ahol a Tks4 mRNS expressziójának szignifikáns csökkenését mutattam ki a 

tumoros tüdőszövetekben a normál tüdőszövetekhez képest. Továbbá azt is 

megfigyeltem, hogy a Tks4 mRNS csökkent szintje a tüdőrákos betegek rosszabb 

túlélésével korrelál. 

▪ A betegekből származó tüdőtumor cDNS array-ben ugyancsak a Tks4 mRNS szintjét 

vizsgáltam, méréseim megerősítették az adatbázis-elemzés eredményeit, ugyanis Tks4 

expressziójának csökkenését mutatták a tüdőrákos minták a normál mintákhoz képest. 

▪ A Tks4-IP-MS-analízis során azonosított új potenciális partnerfehérjék közül a 

CAPZA1-re fókuszáltam hiszen a CAPZA1 mind az öt elemzett sejtvonalban jelen volt, 

mint potenciális Tks4 partnermolekula. 

▪ A Tks4 és a CAPZA1 interakciójának megerősítésére megvizsgáltam a lokalizációját 

három tüdőrákos sejtvonalban (A549, HOP-92 és NCI-H460), ami azt mutatta, hogy 

mind a Tks4, mind a CAPZA1 a membrán alatti struktúrákban és a sejtek 

citoplazmájában van jelen. Azonosítottuk azt a rövid lineáris motívumot a Tks4-en belül 

(636-654 közötti aminosav szekvencia), mely lehetséges „capping protein interacting 

(CPI) motívumnak” tekinthető, tehát ahová kötődhet a CAPZA1. 

▪ Továbbá proximity ligációs esszét (PLA) is végeztem annak megerősítésére, hogy a két 

fehérje a sejtekben is kölcsönhatásban van egymással, amely a két fehérje szoros 

közelségét és kötődését bizonyítja a mindhárom tüdőrákos sejtvonal sejtjeinek 

citoplazmájában. 

▪ Vizsgáltam az alacsony oxigénkoncentrációjú állapot hatását az EMT-szerű fenotípusra 

A549 tüdőráksejtekben és azt tapasztaltam, hogy a Tks4-KO sejtvonalak kifejezettebb 

EMT-szerű állapotot mutattak, mint a vad típusú sejtek, és gyorsabb választ mutattak az 

EMT-indukáló alacsony oxigénszintű környezetre: a Snai2 és a Twist mRNS szintje 

jelentősebb emelkedést, valamint az E-cadherin mRNS szintje csökkenést mutatott a 

Tks4-KO klónokban. Továbbá a CAPZA1 szintje is lecsökkent a Tks4 hiányos 

sejtekben alacsony oxigénkoncentrációs körülmények között. 
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▪ A Tks4 interakciós hálózatát HUES9 embrionális őssejtekben és tüdőtumorsejtekben 

(A549, HOP-92, NCI-H460) tanulmányoztam. A STRING adatbázis segítségével, 

kísérleti adatainkat beépítve létrehoztam egy Tks4-alapú fehérje interakciós hálózatot, 

amelyből kiválasztottam az EMT-ben szerepet játszó fehérjéket (Grb2, Cortactin, 

CD2AP, CAPZA1), és Tks4-IP Western blot kísérletekkel igazoltam, hogy ezek a 

fehérjék Tks4 partnerek ezekben a sejtvonalakban.  

Következtetések 

Az embrionális őssejtek esetében a Tks4-hiánya nem zavarta az alapvető csíralemez-képződést, 

ami az FTHS és Tks4-KO egerekben is így alakul, ugyanis a betegség ellenére életképesek az 

utódok, nem meglepő, hogy a Tks4-KO HUES9 sejtek is megőrizték széleskörű 

differenciálódási képességüket. Így a Tks4 hiánya nem ezen a szinten okoz problémát az 

embrionális fejlődés során. Ezekután a pluripotens őssejtekből mezenchimális őssejteket 

differenciáltattunk és differenciációs markerek szintjeit vizsgáltuk, ahol a főbb EMT markerek 

(E-cadherin és Snai1) expressziós szintje megváltozott. Ezek alapján feltételezzük, hogy a Tks4 

nem kulcsszabályozója az EMT-nek, de szerepet játszik e folyamat finomhangolásában. 

Valamint a csontszövet kialakulásában szerepet játszó (GATA4, GSC [16,17]) transzkripciós 

faktorok alacsonyabb szintje a Tks4-KO MSCk-ben arra utalnak, hogy a differenciálódási 

folyamat kinetikája megváltozott, ami az FTHS-hez kapcsolódó szöveti összetételt 

eredményezhet. Ezek az adatok összhangban vannak azzal a megfigyeléssel, hogy a Tks4-nek 

szerepe van a csontszövet-képződésben [5,7], ami összefügghet az FTHS betegek 

csontfenotípusával. 

A Tks4 tumorbiológiában betöltött szerepét is egyre több kutatócsoport vizsgálja, ugyanis 

biomarkerként való alkalmazhatóságát már kimutatták gyomorrákban, hepatocelluláris 

karcinómában és melanómában azonban a tüdőrákban betöltött szerepét eddig még nem 

tanulmányozták [10,11,18]. Ezért adatbázis-elemzést és humán tüdőrák szöveti minták qPCR 

méréseit is elvégeztem. Az eredmények során azt tapasztaltam, hogy a Tks4 mRNS szintje 

alacsonyabb a tüdőrák szövetekben, mint az egészséges szövetekben. Ez arra utal, hogy a Tks4 

potenciális biomarkerként szolgálhat az egészséges és a rákos tüdőszövetek 

megkülönböztetésére. Emellett a legalacsonyabb Tks4 expressziós szintet a tüdőrák 

legelőrehaladottabb stádiumában mértem. Ennek megfelelően a Tks4 mRNS expressziós 

szintjének qPCR-rel történő mérése a sebészileg eltávolított tüdőszövet mintákban segíthet a 

betegség lehetséges prognózisának meghatározásában.  
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Továbbá tüdő adenokarcinóma sejtekben (A549) in vitro módszerekkel is tanulmányoztam a 

Tks4-hiányát, amely egy elongált, mezenchimális-szerű fenotípust eredményezett. Ez hasonló 

ahhoz, amit korábban Tks4-KO vastagbélrák sejtekben is megfigyelt a munkacsoportunk, ahol 

megnyúlt és kevésbé köralakú sejtalakot fedeztünk fel [12].  Ezen túlmenően, a Tks4-KO 

tüdőrák sejtekben eredményeim egy epiteliális-mezenchimális hibrid fenotípus jelenlétét 

sugallják, amelyet a mezenchimális markerek, mint például a fibronectin, az N-cadherin és a 

Snai2 transzkripciós faktor fokozott génexpressziója jellemez és az epiteliális marker, az E-

cadherin csökkent expressziója mutat a Tks4-KO klónokban, amelyek az EMT folyamat 

jellegzetességei. Fontos kiemelni, hogy nem minden EMT-hez kapcsolódó marker 

fehérjeszintje mutatott egységes változást, mivel az N-cadherin szintje a vad típusú sejtekhez 

hasonlóan megmaradt a Tks4-KO sejtekben is. Általánosságban elmondható, hogy a migrációs 

képesség és az invadopódia kialakulása az invazív rákos sejtek jellegzetességei. Érdekes módon 

a Tks4-KO rákos sejtek migrációs képessége kissé csökkent, illetve a Tks4 hiányában a sejtek 

invadopódia képződése is csökkent mértéket mutat. Feltételeztük, hogy az eltérő hatások 

(csökkent invadopódia képzés, megemelkedett EMT marker expresszió, csökkent migrációs 

képesség) mechanizmusa mögött az állhat, hogy a Tks4 partnerei is többféleképpen 

befolyásolhatják az EMT-t. Tehát a Tks4 partnermolekulák aktuális szintje, aránya, kötődése és 

így a Tks4 utáni (down stream) szignalizáció különböző hatással bírhat az EMT folyamatok 

kimenetélre.  A Tks4-interaktom leírásához Tks4-IP-tömegspektromteriás elemzést végeztem, 

ahol új Tks4 partnereket azonosítottam: a CAPZA1 fehérjét. A Tks4-CAPZA1 interakcióját 

Tks4-IP-t követő western blottal, Duolink proximity ligációs esszével, valamint Dr. Pancsa Rita 

segítségével predikciós analízissel validáltam. Hepatocelluláris karcinóma sejtekben azt is 

kimutatták, hogy a CAPZA1 csökkent expressziója hajtja az alacsony oxigénszint által indukált 

EMT folyamatot [19], illetve egy másik kutatócsoport kimutatta, hogy az általunk is 

alkalmazott A549 sejtvonalban az oxigénszint csökkenése az EMT folyamatot indukálja [20], 

így ezt is megvizsgáltam a Tks4-hiányos tüdőrák sejtvonalban.  Az tapasztaltam, hogy a Tks4-

KO sejtek az alacsony oxigén által kiváltott stresszre erőteljesebb EMT-szerű fenotípusos 

változással reagáltak, mint a vad típusú A549 sejtek, ezek az eredmények azt is mutathatják, 

hogy alapvetően a Tks4 kiütése egy plasztikusabb, EMT indukcióra gyorsabban reagáló 

sejttípust eredményezett.  

Hipotézisünk szerint a Tks4 állványfehérjéhez kapcsolódó jeltovábbító molekulák aktuális 

jelenléte és a közöttük lévő kötődési viszonyok különböző módon befolyásolhatják a Tks4 utáni 

jelátviteli folyamatokat, ezért további Tks4 interaktom vizsgálatokat végeztünk, hogy 
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azonosítsuk a Tks4 partnermolekulákat. Ezekbe a kísérlet sorozatokba bevontam három tüdő 

rák sejtvonalat (A549, NCI-H460, HOP-92) és a HUES9 embrionális sejtvonalat, hogy Tks4-

IP-WB kísérleteket végezzek. Ahhoz, hogy a cél fehérjéket kiválasszam ehhez a kísérlethez 

elsőként STRING adatbázis, irodalmi adatok és saját kutatási adataink alapján egy fehérje-

fehérje interakciós hálózatot hoztam létre (2.ábra), amelyből további irodalmi adatok alapján 

azok kapcsolatát validált a Tks4 fehérjével, amelyek az EMT folyamatában részt vesznek (Grb2 

[21], CAPZA1 [19], CD2AP [13], Cortactin [22]). Az eredmények azt mutatják, hogy a 

partnerfehérjék jelen vannak az embrionális mezenchimális őssejtekben és a három tüdőrák 

sejtben is a Tks4 interaktomban.  

2.ábra: A Tks4 partner molekulák fehérje-fehérje kölcsönhatásainak elemzése: A Tks4 teljes interakciós hálózata. 

Az interakciós elemzést a STRING (https://string-db.org/). segítségével vizualizáltam, beépítve kísérleti és az 

irodalmi adatokat. 

A bemutatott in vitro sejtes kísérleteim összességében arra mutattak rá, hogy a Tks4 hiánya a 

tumoros sejtekben hibrid-EMT folyamatot indukál, míg a HUES9 MSC sejtekben ezt a 

folyamatot enyhén lassítja, a további differenciáció/elköteleződés lépéseit akadályozhatja. Ez 

arra utal, hogy a normál és tumoros sejtek eltérően reagálnak a Tks4 hiányára. A tárgyalt 

eredmények azt mutatják, hogy a Tks4 és az általa szervezett hálózatban részt vevő molekulák 

jelenléte együttesen járulnak hozzá az EMT-szerű folyamatokhoz, az invadopódia képződéshez 

és a differenciáció szabályozásához.  Összefoglalva, ez a doktori kutatás jelentősen bővíti 

ismereteinket a Tks4-interaktomról és annak szerepéről az embrionális őssejtekben és 

tüdőráksejtekben zajló EMT-szerű folyamatok szabályozásában (3.ábra).  
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