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Bevezetés

Az allvanyfehérjék a jelatviteli utvonalak fontos szerepléi, mivel lehetdvé teszik a
szignalizdcioban részt vevd komponensek megfeleld kozelségbe kertilését, ezaltal
megteremtve a sziikséges kapcsolatot kozottiik. Ilyen allvanyfehérje a Tks csaladba tartozo
Tks4 (tyrosine kinase substrate with four Src homology 3 domains) is, amely szerkezetét
tekintve egy PX (phox homology) domént, 4 négy SH3 (Src homology 3) domént és tobb
prolinban gazdag régiot (PRR, proline rich region) tartalmaz. A PX domén a lipidkotés,
illetve a membran-lokalizacidé szempontjabol fontos, mig az SH3 domének €s a prolinban
gazdag szekvencidk a fehérje-fehérje kozotti interakcid kialakulasaért felelések. A Tks4
fontos szerepet jatszik a podoszoémak, invadopoédiumok létrehozdsdban, a reaktiv oxigén
szarmazékok homeosztazisaban, részt vesz az EGF jelpalyaban, valamint hidnyadhoz kotheto a
Frank-ter Haar szindroma (FTHS) kialakulasa. Az FTHS egy autoszomalis recessziv
rendellenesség, amelynek kovetkezményei kozé tartoznak tobbek kozt csontfejlédési és
koponya rendellenességek, sziv- és érrendszeri zavarok, valamint csdkkent mennyiségi
zsirszovet.

Jelenleg még nem ismert, hogy a Tks4 hidnydban milyen folyamatok sériilnek, amely
hatasara kialakul a betegségre jellemz6 tiinetegyiittes. A szovetek egészséges fejlodéséhez
egyebek mellet a mesenchymalis 6ssejtek is hozzajarulnak. A mesenchymalis 6s- vagy stroma
sejtek (roviden MSC-k) olyan multipotens szoveti Ossejtek, amelyek az egész szervezetben
fellelhetéek ¢és fontos szerepet jatszanak tobb szerv/szovet Onfenntartdsdban ¢és
sejtek a megfeleld induktorok jelenlétében képesek zsir-, csont- és porcszovet iranyaba
differencidlodni. Az elébbi alapjan érdekes kérdés, hogy az FTHS-el jar6 fenotipust mennyire
befolyasoljak az MSC-k.

A jelatviteli folyamatok koziil az EGF utvonal esetében mar bizonyitott, hogy magéaba
foglalja a Tks4-et, bar ebben az allvanyfehérje pontos szerepe még nem ismert. Az EGFR
szamos jelatviteli tvonalon keresztiil szabalyozhatja példaul a sejtosztodast, a differenciaciot,
a sejtek tulélését vagy az aktin sejtvaz atrendez6dését. Az Src tirozin kinaz is az EGF
jelatvitel egyik f6 komponense, valamint az EGF stimulaciot kdvetéen komplexet képez az
EGFR-el és Tks4-el. Ennek az interakcionak a megfejtésével kozelebb keriilhetiink annak

megértésé¢hez, hogy a Tks4 miként vesz részt ebben a szignalizacidban.



Célkitlizés

Jelen doktori munkéban az alabbi kérdések megvalaszolasat tiiztiik ki célul:

. Hogyan jellemezhet6 a Tks4-hianyos egér?

. A csontveldbdl izolalt sejtekbdl sikeriilt-e 1étrehozni MSC kultarakat?
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. A Tks4 szekvencidjaban milyen Src-re specifikus ktdmotivumok talalhatoak?

Mi a Tks4 és Src kozotti interakcio molekularis mechanizmusa?

~N O O N W N -
>
—
~
0
o
=
o
e}
<
o
=
o
2,
o
—
<
[N
7
o
=
)
o
N
w2
S
-
N
.
=
—_
28
E
o,
=
o’
=
(¢}
=
Qe
)
Qe
2
)
-t
)

. Hogyan jellemezhet6 a Tks4 és Src kozotti kapcsolat?

Eredmények

Az Tks4-hianyos egerek jellemzése

crer

megfigyelheté a C57BI/6-0s egereken, mint a vad tipushoz képest kisebb testméret, koponyat
érintd abnormalitasok, kiemelkedd és erdteljes homlok, deformalt szemek, hajlott és

megrovidiilt csdoves csontok, valamint jelentdsen csokkent teljes zsirtomeg.
A csontveldi MSC-k karakterizalasa

Ahhoz, hogy a tenyésztett kulturakat MSC-knek nevezhessiik a sejteknek kiilonboz6
kritériumoknak kell megfelelniiik. A sejtek morfologidja elnyult és fibroblasztszerti, valamint
a sejtfelszini markerek expresszios profilja az MSC-kre jellemz6 képet mutatott. Megfeleld
mennyiségben hordoztak egér fibroblasztokra jellemz6 markereket (Sca-1, CD44, CD73),
valamint negativak voltak a vérképzo sejteket leird antigénekre (CD45, F4/80).

------

A Tks4-hianyos MSC-k nem voltak képesek sem kalcium tartalmu asvanyokat, sem
lipid cseppeket felhalmozni a csont, illetve zsir iranya differenciacio soran. A vad tipusu
MSC-k a differenciaciok alatt expresszaltdk a megfeleld oszteogén (RunX2 és Osterix) és
adipogén (PPARYy és adiponektin) markereket, mig ezeknek a szintje jelentdsen csdkkent a

génkilitott sejtekben.



A Tks4 szekvencia analizise és a potencialis Src-koté motivumok

A Tks4 szekvenciajaban, a rendezetlen région beliil, sikertilt két potencialis Src-koto
motivumot azonositani, amelyek a PRRy (aminosavak: 466-474, PSRPLPDAP) SH3 doménre
¢s a pTTM (aminosavak: 508-511, pYEEI) SH2 doménre specifikus koté motivumok.

A Tks4 és az Src kozotti kapcsolat szerkezeti hattere

A GST interakcids és fluoreszcencia polarizacios kisérletek alapjan a josolt PRRy és
foszforilalt TTM motivumok képesek kotddni az Src SH3 és SH2 doménjeihez. A két kotd
motivum tavolsaga illeszkedik az Src SH3 és SH2 domének kozotti tavolsaghoz, igy két

kot6helyes interakciot eredményezve az allvanyfehérje és a kinaz kozott.
Az EGF-stimulacio hatasara kialakul6o Tks4-Src interakcio vizsgalata COS7 sejtekben

A sejtes alaptl vizsgalatok kimutattdk, hogy EGF kezelés hatasara a Tks4 erdteljesen
foszforilalodik, valamint kolcsonhatasba 1ép az Src-vel. Ezzel szemben a k6té motivumokat
érintd mutacid hatdsara a Tks4 foszforilacidja szignifikansan csokken, valamint nem képes
kotddni a kindzhoz, az EGF stimulust kovetden sem. A komplex képzddés jellemzése soran
kideriilt, hogy a Tks4 és Src kozotti kapcesolat legalabb harom 6ran keresztiil fennmarad, és a

komplexben a kinaz aktiv allapotban marad.

Kovetkeztetések

1. Sikeriilt Tks4-génkiiitott egereket eldallitani Cre-Lox rendszer segitségével,
amelyeken megfigyelhetd a fehérje hidnyahoz kothetd tiinetegyiittes.

2. Sikeresen hoztunk létre a vad tipust ¢és Tks4-génkiiitott C57BI/6-0s egerek
csontveljéb6l  olyan sejttenyészeteket, amelyek morfologiajuk és sejtfelszini
markereik alapjan mesenchymalis dssejteknek tekinthetok.

3. A kalcium felhalmozddas elmaradésa, illetve a RunX2 és Osterix alacsony expresszios
szintje alapjan a csont iranyu differenciacio sériilt a Tks4-hianyos MSC-kben.

4. A lipid cseppek kialakulasanak jelentdsen csokkent mértéke, a PPARy és adiponektin
alacsony kifejezddése, valamint a lipid-regulaciés gének expresszids profiljanak
valtozasa alapjan a zsir irdnyu differencidcié mar egy korai szakaszanal gatolt a Tks4-

hianyos MSC-kben.



5. A részletes szekvencia analizis alapjan a Tks4-ben csupan egy foszfotirozin-tartalmu,

teljes mértékben Src-SH2 doménre specifikus linearis motivum (Tks4-TTM), és hét
potencialis SH3-ko6té prolinban gazdag régio talalhatd, amelybdl egy (Tks4-PRRy)
mutat nagyfoku hasonldsagot az Src-SH3 altal preferalt ismert k6té motivumokkal.

A Kkisérletek eredményei alapjan a Tks4 és az Src kozvetlen kapcsolatban allhat
egymassal, amely a Tks4-PRRy és Src-SH3, valamint a Tks4-pTTM és Src-SH2
kozott kialakulo két kotéhelyes interakcid eredményeképpen johet 1étre.

A Tks4 ¢és Src kozotti asszociacid COS7 sejtekben EGF kezelés hatasara jon 1étre €s
ez a kapcsolat legalabb harom oran keresztiil fennall. A Tks4-ben taldlhatd koto
motivumok létfontossaguak a kindzzal vald kolcsonhatas kialakitdsdhoz, valamint a

tovabbi tirozinok foszforilaciojahoz.
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Abstract

The Tks4 (tyrosine kinase substrate with four Src homology 3 domains) scaffold protein
plays a role in podosome formation, EGF signaling and ROS production. The dysfunction of
Tks4 causes a hereditary disease called Frank-ter Haar syndrome with a variety of defects
concerning certain mesenchymal tissues throughout embryogenic and postnatal development.

The commitment steps of mesenchymal stromal cells (MSCs) to adipogenic and other
lineages have been widely studied but not fully understood. Therefore, it is critical to
understand which molecules contribute to the conversion of stem cells into differentiated
cells. In this study, we aimed to analyze how the mutation of Tks4 affects the differentiation
potential of multipotent bone marrow MSCs. We generated a Tks4 knock-out mouse strain on
C57BI/6 background, and characterized MSCs isolated from wild type and Tks4™~ mice to
evaluate their differentiation. Tks4”~ MSCs had reduced ability to differentiate into
osteogenic and adipogenic lineages compared to wild type. Studying the expression profile of
a panel of lipid-regulated genes during adipogenic induction revealed that the expression of
adipogenic transcription factors, genes responsible for lipid droplet formation, sterol and fatty
acid metabolism was delayed or reduced in Tks4”~ MSCs. Taken together, these results
establish a novel function for Tks4 in the regulation of MSC differentiation.

Our group has recently showed that Tks4 is involved in epidermal growth factor
(EGF) signaling and associates with Src, which is a central component of this pathway.
However, the nature of the interaction was not clear. Here we demonstrate that Tks4 and Src
bind directly to each other and elucidate the details of the molecular mechanism of this
complex formation. Results of in vitro experiments and cell-based assays show that both a
proline-rich  SH3 binding motif (PSRPLPDAP, residues: 466-474) and an adjacent
phosphotyrosine-containing SH2 binding motif (pYEEI, residues: 508-511) in Tks4 are
responsible for Src binding. These motifs interact with the SH3 and SH2 domains of Src,
respectively, leading to synergistic enhancement of binding strength and a highly stable,
“bidentate”-type of interaction. In agreement with these results, we found that the association
of Src with Tks4 is permanent and the complex lasts at least three hours in living cells. These
results represent an advance in our understanding of the bidentate type of interaction through
SH2 and SH3 domains of Src with Tks4, which may result in the long-term stabilization of
the kinase in its active conformation leading to prolonged Src activity following EGF

stimulation.



