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1. Bevezetés

1.1. A TKksS és Tks4 fehérjék szerkezete

A Tks5 éllvanyfehérjét 1998-ban azonositottak, mint az
Src nem-receptor tirozin kindz egy uj szubsztratjat. A
fehérje rendelkezik egy N-termindlis PX (phox-
homology) doménnel, mely membranlipidek kotésére
képes, valamint 6t SH3 doménnel, melyek jol ismert
fehérje-fehérje interakcidos modulok. Az SH3 doméneket
0sszekotd szakaszok szdmos prolin-gazdag régiét
tartalmaznak, melyek tovdbbi fehérjék megkotését teszik
lehetové. A szerkezete alapjan valdszinsithetd tehét,
hogy a Tks5 allvdnyfehérjeként vesz részt bizonyos
jelatviteli utakban.

A Tks4-et nemrég azonositottdk, mint a TksS némileg
szélesebb expressziés mintdzatdi homolégjat. A fehérje
szerkezete igen hasonlé a Tks5-hoz, de csak négy SH3
doménnel rendelkezik.

1.1.1. A PX domén

A PX domént el8szdr a p40P™™ és p47""** fehérjékben
azonositottdk, mint lipidek kotésére képes konzervalt
szerkezetet. Jelenleg emldsokben legalabb 49 PX domént
tartalmazé fehérje ismert. A legtobb ilyen protein az
endocitotikus vezikuldk széllitdsdban jatszik szerepet.

A rendelkezésre all6 szerkezeti €s funkciondlis adatok
tilkrében a PX domének legfontosabb kotOpartnerének a
foszfatidil-inozitol-3-foszfat tlinik, mely a PI 3-kindzok
egyik terméke. A PX domének szdmos konzervalt
bazikus aminosavat — fOként arginint — tartalmaznak,



melyek ezt a kapcsolatot lehetdvé teszik. Mindazonaltal
néhany PX domén esetén ismert, hogy mds foszforildlt
inozitol-lipideket is képesek kotni, sét egyes esetekben
fehérje-fehérje  interakcioban  valé  részvételt 1is
kimutattak.

1.1.2. Az SH3 domén

Az SH3 domének a jelatviteli fehérjék elterjedt fehérje-
fehérje interakciés moduljai. Béar legtobbszor prolin-
gazdag régiot tartalmazo fehérjéket kotnek meg, néhany
esetben kimutattdk kapcsolatukat olyan fehérjékkel is,
melyek nem tartalmaznak ilyen szakaszt. FErdekes
szabdlyozasi lehetOséget vet fel a kotdpartnerek vagy az
SH3 domének foszforildcidja, mely altaldban a kotés
erosségének csokkenéséhez vezet.

Biokémiai vizsgalatok eredménye szerint elképzelhetd,
hogy a Tks4 és Tks5 fehérjék elsé két SH3 doménje
ugynevezett “szuper-SH3” doménként miikddik, azaz
kozos felszinen kotik meg ligandjukat.

1.2. A TKksS és Tks4 fehérjék szerepe élettani és
kéros folyamatokban

1.2.1. Podoszémak és invadopoédiumok

A Tks5 és Tks4 fehérjék bioldgiai funkcidi koziil a
legjobban a  podoszémdk és  invadopdédiumok
1étrejottében  és  miitkodésében  betoltott  szerepiik
bizonyitott. Ezeket az extracelluldris métrix kotésére és
bontdsara  képes  struktirdkat  el6szor  Src-vel
transzformélt sejtekben {irtdk le. Mostanra azonban
vildgossd vélt, hogy ilyen sejtnytdlvanyok élettani
kortilmények kozott is eléfordulnak néhany specializalt



sejttipusban, példaul makrofagokban és
oszteoklasztokban. Bar tjabban transzformélt és tumoros
sejtek esetén az “invadopddium”, normél sejtek esetén
pedig a “podoszéma” elnevezés haszndlatat javasoljak,
jelenleg az irodalomban gyakran nem tesznek
kiilonbséget a két fogalom kozott.

Mind a Tks4, mind pedig a Tks5 jelenlétét kimutattak
invadopddiumokban. Tovédbba, a jelenleg hozzéaférhetod
irodalmi adatok szerint mindkét fehérje sziikséges ezen
invaziv  sejtstruktdrak  kialakitasdhoz. A két
allvanyfehérje szdmos invadopddidlis fehérjét képes
kotni, mint példaul az ADAM csalddba tartozo
protedzokat, a disztroglikdn nevili sejtadhéziés molekulat
€s az aktin citoszkeletont szabdlyozé N-WASP-ot.

Meg kell jegyezni, hogy bar az invadopddiumoknak
feltételezhetéen  szerepik van a tumor sejtek
terjedésében, kisérleti eredmények szerint a Tks5
csendesitése nem csokkenti az Src-vel transzformalt
sejtek altal képzett metasztazisok szamat. Mindazonaltal
a keletkezd attétek mérte jelentdsen csokkent, amit a
kutatok a daganatok rosszabb vérellatdsdra vezetnek
vissza.

1.2.2. A NADPH oxidazok szabalyozasa

Tekintve, hogy a Tks4 és Tks5 fehérjék legkozelebbi
rokonai — a p47™™* és NOXOI fehérjék — a NADPH
oxidazok szabdlyozdsaban vesznek részt, megvizsgaltak,
hogy ezek az allvanyfehérjék is képesek-e ezen enzimek
mikodését befolydsolni. Bar jelenleg tobb irodalmi adat
is aldtdmasztja ezt a lehetdséget, még mindig nem
vildgos, hogy a két fehérjének van-e szerepe a reaktiv



oxigénszarmazékok  termelésének  szabdlyozdsdban
élettani vagy patologias koriilmények kozott.

1.2.3. Egyedfejlodés

A Tks4 és Tks5 fehérjék gerincesek egyedfejlodésében
betoltott szerepére génhidnyos allatmodelleken végzett
kisérletek és egy ritka, Orokletes emberi szindréma
vizsgélata vilagitott ra.

A Tks4 hidnyos egerek jellegzetes fenotipussal
rendelkeznek, melynek vezet0 tiinetei a csokkent
testméret, a koponya €s a csontvdaz tobbi részének
deformitdsa, mineralizdcids hidnyossdgok, glaukéma és
terméketlenség.

Nagyon hasonl6 tiineteket figyeltek meg egy ritka
genetikai  betegségben, az un. Frank - ter Haar
szindrémdban szenvedd betegek esetén. 13 érintett csalad
genetikai vizsgdlata sordn 7 esetben mutdciot mutattak ki
a Tks4 génjében. A legtobb muticié gyakorlatilag a Tks4
fehérje teljes hidnydhoz vezetett, egy csaladban azonban
csak egy aminosav cserét okozo eltérést taldltak ebben a
génben. Ez a pontmutécié a Tks4 PX doménjének egyik
konzervalt argininjét triptofdnra valtoztatja (R43W
mutacio).

Bér egyeldre nem ismert, hogy milyen mechanizmussal
jon 1étre ez a betegség, feltételezhetd, hogy a podoszéma-
fiiggd vagy attdl fiiggetlen sejtmigricié zavara jelentOs
szerepet jatszik a tiinetek kialakuldsdban. Erdekes
kisérleti eredmény, hogy a Tks4 csendesitése gatolja a
zsirsejtek  in  vitro differencidciéjat, ami szintén
hozzajarulhat az egereken és embereken is megfigyelt
fenotipus 1étrejottéhez.



2. Célkitizések

A Tks4  allvanyfehérjét  Geiszt Mikloés  és
munkacsoportja az elsok kozott klonozta. Az uj fehérje
vizsgdlata sordn megfigyelték, hogy az EGF-kezelés
hatdsara membranfodrokba transzlokdlédik és azok
kialakuldsdban is szerepet jatszhat. Mivel
laboratériumunkban hosszabb ideje foglalkozunk az EGF
jelpdlya és az aktin citoszkeleton szabdlyozasanak
vizsgalatdval, a Tks4 karakterizalasit egyiitt folytattuk.
Munkacsoportunk elsésorban az aldbbi  kérdések
megvalaszolasat tizte ki célul:

1. Foszforilalodik-e a Tks4 EGF-kezelés hatasara?

2. Ha foszforilalédik, mely kindzok katalizalhatjdk a
reakciot és mely oldallincok moédosulnak ennek
sordn?

3. Milyen szerepe lehet a fehérje N-termindlis PX
doménjének?

4. Milyen fiziologias vagy patologias folyamatokban
lehet jelentOsége a vizsgalt fehérjének, kiilonos
tekintettel az aktin-citoszkeleton szabalyozasara?



3. Anyagok és modszerek

3.1. Plazmidok és konstrukciok

A V5-Tks4-et kodolo  vektort Geiszt  Miklds
munkacsoportjatdl kaptuk. A cortactin N- €s C-terminélis
részét GST fuzios fehérjeként kodolé pGEX plazmidokat
PCR alapt klénozdssal éllitottuk el6. A pontmutdcidkat
az Agilent Technologies éltal forgalmazott QuickChange
mutagenezis készlet segitségével hoztuk 1étre.

3.2. Sejtvonalak és tranziens transzfekciojuk

Valamennyi felhaszndlt sejtvonalat 10% magzati
borjiszérumot ¢és antibiotikumot tartalmaz6 DMEM
tdpoldatban tartottuk fenn, amit a sejtek EGF-kezelése
eldtti éjszakdra szérummentes médiumra cseréltiink.

A sejteket az Invitrogen 4ltal forgalmazott
Lipofectamine reagens segitségével transzfektaltuk.

3.3. RNS interferencia

A Tks4-re specifikus kis inhibitoros RNS-t 40 nM-os
koncentracioban Lipofectamine RNAIMAX reagens
segitségével jutattuk be a sejtekbe. A kontroll RNS a
hatdsos RNS szekvencidjahoz képest négy pontmutaciot
hordozott. A Tks4 csendesitését 48 ordval a transzfekcid
utdn western blot-tal ellendriztiik.

A Tks4 siRNS rezisztens formdja 6t, aminosav cserét
nem okozé pontmutdciét hordozott a csendesitésre
haszndlt RNS dltal felismert szekvencidban.



3.4. Ellenanyagok

A legtobb antitestet kereskedelmi forrdsbdl szereztiik
be. A  Tks4-re specifikus szérumot nyulak
immunizdldsaval allitottdk eld laboratériumunk szdmara.
Antigénként a Tks4 egy GST fuziés fehérjeként
eldallitott darabja szolgalt.

3.5. Immunprecipitacié és western blot

A sejteket Triton X-100-at és protedz gatlokat
tartalmazé pufferben tartuk fel. Az immunprecipitacidkat
anti-V5 Sepharose gyongyokkel vagy Protein A
Sepharose-hoz kapcsolt antitestekkel végeztiik.

A sejtlizatumok és immunprecipititumok fehérjéit SDS
poliakrilamid gélelektroforézis segitségével valasztottuk
el, majd nitrocellul6z membrinra blottoltuk Oket. A
western  blot-okat torma  peroxiddzhoz  kapcsolt
masodlagos ellenanyagokkal hivtuk elo.

3.6. Immunfluoreszcens festés

A sejteket kis stirliségben, iiveg feddlemezeken
novesztettilk. Transzfekcid €s megteleld kezelések utan
paraformaldehiddel fixédltuk, majd jeloletlen elsddleges
és fluoreszcensen jelolt madasodlagos antitestekkel
festettik Oket. A sejtmagok festéséhez DAPI-t
hasznéltunk.

Az értekezésben bemutatott képek Zeiss LSM 710
tipust konfokalis mikroszképpal késziiltek.

3.7. GST fazioés fehérjék

A GST fuziés fehérjéket E.coli baktériumokban
termeltettiik, majd glutation-agar6z gyongyok



segitségével tisztitottuk. A fuziés fehérjéhez kotddo
proteinek azonositasdhoz

ezeket a gyongyoket sejtkivonattal inkubaltuk.

A GST-PX domén in vitro lipid-kotés vizsgélatdhoz a
fehérjét redukalt glutationt tartalmazé pufferrel eludltuk
az agar6z gyongyokrol.

A fehérjék  expresszidjat és  tisztitdsit SDS
gélelektroforézist kovetd Coomassie festéssel
ellendriztiik.

3.8. Invitro lipid-kotés vizsgalata

A tisztitott GST-PX domének membran lipidekhez vald
kotédését az Invitrogen 4ltal forgalmazott LipidStrip
membranok segitségével vizsgiltuk. A membranokat
zsirsavmentes BSA-val blokkoltuk, majd a megfeleld
GST fuzids fehérjével inkubdltuk. A kotddd fehérjéket
anti-GST ellenanyaggal detektaltuk.

3.9. Sejtmigracio vizsgalata Boyden-kamras
modszerrel

Kisérleteinkhez a Millipore 4ltal “QCM 24-Well
Colorimetric Cell Migation Assay” néven forgalmazott
készletet hasznéltuk a gyarté utasitdsainak megfelelden.
Kemoattraktansként 10%-os magzati borjiszérumot vagy
200 ng/ml koncentricioju EGF-et alkalmaztunk. Az
atvandorolt sejteket megfestettilkk, majd a kioldott
festékanyag fotometraldsdval kvantifikéltuk
eredményeinket.



4. Eredmények

4.1. A Tks4 EGF-kezelés hatasara
foszforilalodik és asszocialodik az EGF-
receptorral

Azért, hogy megvizsgilhassuk, hogy a Tks4
foszforildlédik-e EGF-kezelés hatdsara eldszor V5-Tks4
fehérjét fejeztiink ki COS7 sejtekben, a sejteket egy
éjszakan at szérummentes koriilmények kozott tartottuk,
majd 10 percig EGF-fel kezeltiikk. Ezutdn a V5-Tks4-et
immunprecipitdltuk és anti-foszfotirozin western blot-tal
viszgaltuk a foszforilacidjat.

Erdekes médon a foszforilalédé Tks4 mellett egy kb.
170 kDa-os tirozin-foszforilalt fehérje is megjelent a
membrdnon, melyet késObb, specifikus ellenanyag
segitségével EGF receptorként azonositottunk.

Ezt a kisérletet endogén Tks4-gyel is megismételve
hasonlé eredményre jutottunk.

4.2. A Tks4-et EGF-stimulus hatasara az Src
nem-receptor tirozin-kinaz foszforilalja

A Tks4 az Src tirozin-kindz jol ismert szubsztratja.
Tekintve, hogy irodalmi adatok szerint az EGF jelpélya
miikodése sordn az Src aktivalodik, ugy gondoltuk, hogy
nagy valészinliséggel az édltalunk vizsgalt rendszerben is
ez a tirozin kindz foszforildlja a Tks4-et. Ezen
feltételezés ellendrzése végett a sejteket EGF-kezelés
eldtt az Src specifikus gatloszerével, PP1-gyel egy 6rdn
at inkubaltuk.



Ezzel a kisérlettel sikeriilt igazolnunk, hogy a PP1
el0kezelés szinte teljesen megakaddlyozza a Tks4 EGF
hatdsara bekovetkez6 foszforilacidjat.

Eredményiink tovabbi ellendrzése végett eldallitottuk a
V5-Tks4-nek egy olyan mutansat, melyben az Src harom
ismert foszforilacids helyén tirozin helyett fenilalanin
szerepel. Eredményeink szerint ezen mutdns fehérje
foszforildcidja szinte teljesen elmarad EGF-fel kezelt
sejtekben, ami tovadbb erdsiti azon elképzelésiinket,
miszerint a Tks4 az EGF jelpdlydban az Src egyik
szubsztratja.

4.3. Az Src EGF-kezelés hatasara
osszekapcsolodik a Tks4-gyel

Az Src szubsztratjaival sok esetben hosszabb iddre is
osszekapcsolodik. Annak ellendrzésére, hogy ez a Tks4
esetében is igy van-e, V5-Tks4-et immunprecipitdltunk
EGF-fel kezelt sejtekbOl és anti-Src western blot-tal
vizsgéltuk a kindz jelenlétét a mintdkban.

Ezen kisérlet alapjan megdllapitottuk, hogy a Tks4
EGF-fel kezelt sejtekben koimmunprecipitdlédik az Src
tirozin-kindzzal, mig kezeletlen sejtekben nem jon létre
ilyen kapcsolat.

4.4. A Tks4 PX doménjének lipid-kotése
sziikséges a fehérje membranhoz valé

e sre s

Irodalmi adatok szerint a PX domének {6 kotOpartnerei
a PI 3-kindz lipid-termékei. Geiszt Miklos
laboratériumdban végzett korabbi kisérletekbdl ismert
volt, hogy a Tks4 EGF-kezelés hatdsiara az Tn.
membrinfodrokba lokalizdlédik. A Tks4 membran
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transzlokdci6ja mellett sz6l az az eredmény is, mely
szerint az allvanyfehérje EGF-fel stimulalt sejtekben
osszekapcsolodik az EGF receptorral. Tekintve, hogy
irodalmi adatok szerint a PI 3-kindz aktivdlédik az EGF
jelpdlya mukodése sordn, megvizsgaltuk, hogy ezen
enzim milkodése sziikséges-e a Tks4 membranba torténd
athelyezddéséhez.

Kisérleteinkben azt figyeltilk meg, hogy ha a sejteket a
PI 3-kindzok specifikus gatloszerével (LY294002-vel)
eldkezeljiik, a Tks4 membran-transzlokacidja elmarad.

Mivel a Tks4 foszforilacidja kordbbi kisérleteink
szerint minden bizonnyal a membrén kozelében torténik,
megvizsgéaltuk azt is, hogy a PI 3-kindz gétldsa vajon
megakadalyozza-e ezt a  kovalens mddositést.
Megfigyeltiik, hogy a sejtek LY294002-vel val6
eldkezelése gdtolja a Tks4 EGF hatdsara bekovetkezo
foszforilacigjat.

Hasonl6an csokkent foszforilaciot figyeltiink meg a
Tks4 egy olyan mutdnsanak vizsgdlata sordn, melyben a
PX domén két konzervalt argininjét leucinra cseréltiik le
(R71,94L muténs).

4.5. A Tks4 R43W mutansa nem képes
membranlipidek kotésére

A Tks4 PX doménjét érint6 R43W muticiét egy
Frank - ter Haar szindrémat hordozé csaldd esetén irtdk
le. Tekintve, hogy a pontmutéciét hordozo beteg tiinetei
hasonléak voltak azon betegekéhez, akiknél a Tks4
fehérje teljesen hidnyzott, kivancsiak voltunk, hogy ez az
aminosav csere milyen hatdssal van a fehérje
mikodésére.
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A mutans Tks4 lipidkotd képességének megitéléséhez
GST-fuzios fehérjeként fejeztik ki a PX domén vad
tipusu és R43W mutaciot hordozé formdjat. A fehérjéket
glutation tartalmi puffer segitségével eludltuk, majd
PIPStip membranok segitségével meghatiroztuk, hogy
mely membranlipideket képesek kotni.

Eredményeink szerint mig a vad tipusi forma szdmos
foszforildlt inozitol-szarmazékhoz kapcsolddott, az
R43W mutins nem mutatott specifikus kotodést a
vizsgélt lipidekkel. EbbOl arra kovetkeztethetiink, hogy a
konzervalt 43. arginin muticiéja a Tks4 lipidkotd
képességének elvesztéséhez vezet.

4.6. Az R43W mutans a sejtekben aggregalodik

Annak vizsgalatara, hogy a Tks4 R43W mutdnsa képes-
e a membranhoz transzlokalddni és ott foszforilalodni, a
mutans fehérjét COS7 sejtekben fejeztiik ki. EGF kezelés
utdni  immunprecipiticiéoval és  western  blot-tal
kimutattuk, hogy a vad tipusival szemben a mutédns
fehérje nem foszforildlédik. Ezen kisérleteink sordn
érdekes médon azt figyeltiik meg, hogy a mutans forma
valamennyi esetben joval alacsonyabb expresszidt
mutatott, mint a vad tipusu fehérje.

Az expresszalt fehérje immunfluoreszcens festésével
kimutattuk, hogy az R43W mutidns a legtobb sejtben
aggregalodik és 1Un. aggreszomdkba lokalizalodik.
Valészinlileg ez az aggregicié a magyardzata a western
blot-okon megfigyelt alacsonyabb expresszios
szinteknek.
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4.7. A cortactin SH3 doménje képes a Tks4

kotésére

Mivel Geiszt Miklés €és munkatirsai kisérleteikben
kimutattdk, hogy a Tks4 az EGF-fel kezelt sejtek szélén
létrejové membranfodrokban kolokalizdlédik az aktin
citoszkeletont szabdlyoz6 cortactin fehérjével, kivancsiak
voltunk, hogy a két fehérje kozott kialakulhat-e kdzvetlen
kapcsolat. Ezért a cortactin N- és C-termindlis darabjat
GST-fuziés fehérjeként allitottuk eld, és megvizsgaltuk,
hogy képesek-e a hasznilt sejtkivonatban jelen 1évo Tks4
kotésére.

Ezen mddszer segitségével kimutattuk, hogy a cortactin
C-termindlis, SH3 domént is hordozé darabja képes
megkotni a Tks4-et. Ez a kapcsolat nem volt kimutathato,
ha a cortactin SH3 doménjének egy konzervilt
triptofanjat lizinre cseréltiik (W525K mutacio).

4.8. A Tks4 csendesitése gatolja a HeLa sejtek
szétteriilését

Ha szuszpenzidban tartott sejteket fibronektinnel
bevont feliilletre  rétegeziink, azok integrinjeik
segitségével letapadnak és a meginduld sejtsz€li aktin-
polimerizacié kovetkeztében szétteriilnek.

Kollabordciés  partnereinkkel kozosen ezzel a
modszerrel vizsgaltuk a Tks4 esetleges szerepét az aktin
citoszkeleton szabdlyozdsdban. A Tks4-et csendesitd
vagy hatastalan shRNS-t kifejez0 Hela sejtklénokat 30
percig hagytunk szétteriilni, majd fixaltuk Oket és
TRITC-falloidin  segitségével festettik az aktin
citoszkeletonjukat.
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A sejtek atlagos méretét szamitogéppel meghatarozva
kimutattuk, hogy a Tks4 csendesitése gatolja a sejtek
szétteriilését.

4.9. A Tks4 csendesitése gatolja a HeLa-sejtek
vandorlasat

A Tks4 aktin citoszekeleton szabdlyozdsdban betoltott
szerepének  tovdbbi  vizsgdlatdhoz ~ Boyden-kamras
kisérleteket allitottunk Ossze és megvizsgaltuk, hogy a
Tks4 csendesitése milyen hatdssal van a sejtek vandorlasi
képességére. Kimutattuk, hogy a Tks4 mennyiségének
csokkentése mind a szérum-, mind pedig az EGF-
gradiens irdnydba torténd sejtvandorlast jelentOsen
gatolja.

Annak ellendrzésére, hogy valéban a Tks4
mennyiségének csokkenése és nem a hasznalt siRNS nem
specifikus hatdsa okozta-e a megfigyelt kiillonbséget a
kisérletet elvégeztilk olyan sejtekkel is, melyekben a
Tks4 egy, a haszndlt siRNS-re rezisztens formdjat
fejeztiik ki. Eredményeink szerint ezen sejtek vandorlasi
képessége szinte teljes egészében helyredllt.
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5. Kovetkeztetések

A

fent bemutatott eredmények tézisszerien a

kovetkezOképpen foglalhatéak Ossze:

1.

Kimutattuk, hogy COS7 sejtek EGF kezelésének
hatdsdra a Tks4 fehérje tirozin oldalldncokon
foszforildlddik és indirekt médon asszocidlédik az
EGF receptorral.

Vizsgdlataink szerint az EGF-fiiggd Tks4
foszforilacidért az Src tirozin-kindz felelds.

In vitro és in vivo mddszerekkel igazoltuk, hogy a
Tks4 PX doménje EGF-fel kezelt sejtekben
foként a PI3-kindz lipidtermékeihez kotodik, s igy
szerepet jatszik a fehérje
membréntranszlokdcidjiban.

Megallapitottuk tovabbd, hogy a Tks4 PX
doménjét érintd, Frank-ter Haar szindroméban is
elédfordulé6 R43W muticié a fehérje hibds
feltekeredését, aggregiciojat és  lipid-kotd
képességének elvesztését eredményezi.

RNS  interferencidan  alapulé  kisérletekkel
kimutattuk, hogy a Tks4 szerepet jatszik a HelLa

sejtek szétteriilésében és EGF- valamint szérum-
gradiens irdnydban valé vandorlasaban.
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