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1. ROVIDITESEK JEGYZEKE

Abl Abelson tyrosine kinase

AKAP A-kinase anchoring protein

ADAM A disintegrin and metalloproteinase

Arp Actin-related protein

BAIAP2L1 Brain-specific angiogenesis inhibitor 1-associated protein 2-like protein 1
BAR Bin-Amphiphysin-Rvs161/167

BDCS Borrone dermato-cardio-skeletal syndrome
Cdc42 Cell division control protein 42

Crk CT10 (virus) regulator of kinase

DMSO Dimethyl sulfoxide

Duox Dual oxidase

ECL Enhanced chemiluminescence

ECM Extracellular matrix

EGF(R) Epidermal growth factor (receptor)

ELM Eukaryotic linear motif

ERK Extracellular signal-regulated kinases
FAK Focal adhesion kinase

FTHS Frank-ter Haar syndrome

Grb2 Growth factor receptor-bound protein 2
GST Glutathione S-transferase

HOFI Homology of Fish

IRTKS Insulin receptor tyrosine kinase substrate
IUPred Intrinsically unstructured protein prediction
MAPK Mitogen-activated protein kinases

MMP Matrix metalloproteinases

MT1-MMP Membrane-type matrix metalloproteinase-1
Nck Non-catalytic region of tyrosine kinase adaptor protein
NMR Nuclear magnetic resonance

NOX NADPH oxidase

NOXA1 Nox-activator 1

NOXO1 Nox-organizer protein 1

N-WASP Neuronal Wiskott-Aldrich syndrome protein
PB1 Phox and Bem1

PBS Phosphate buffered saline



PDGF
PH
P13,4P2
PI3K
PI3P
PKC
PLC
PMA
PMSF
PX

Pyk
Rac
Rho
ROS
RTK
SiRNS
SMART
S0s
TGFp
Tks4
Tks5
UniProt
VCA
WASP
WIP

Platelet-derived growth factor

Pleckstrin homology
Phosphatidylinositol-3,4-bisphosphate
Phosphoinositide 3-kinase

Phosphatidylinositol 3-phosphate

Protein kinase C

Phospholipase C
Phorbol-12-myristate-13-acetate
Phenylmethylsulfonyl fluoride

Phox homology

Proline-rich tyrosine kinase

Ras-related C3 botulinum toxin substrate

Ras homolog

Reactive oxygen species

Receptor tyrosine kinase

Small interfering RNA

Simple modular architecture research tool

Son of sevenless

Transforming growth factor beta

Tyrosine kinase substrate with four SH3 domains
Tyrosine kinase substrate with five SH3 domains
Universal protein resource

Verprolin cofilin acidic

Wiskott-Aldrich syndrome protein
Wiskott-Aldrich syndrome protein-interacting protein



2. BEVEZETES

A sejtek kozotti és a sejteken beliili jelatviteli folyamatok régdta és széles korben
kutatott terlilete a biologiai tudoméanyoknak. E teriilet fontossaga konnyen belathatd, hisz a
bonyolult folyamatok megértésével akar szdmos betegség gyodgyithatosdga is elérhetd
kozelségbe kertil.

Jelatvitelen altalanosan azt a folyamatot értjiik, amikor az extracelluléris/kiilsé térbol
érkez6 stimulus - ami lehet valamilyen hormon vagy névekedési faktor, vagy egyéb - a sejt
egyik receptorat aktivalja és a sejt végill valamilyen modon valaszt fejt ki;
génexpressziovaltozas vagy metabolikus valtozas esetleg aktin sejtvaz atrendezddés torténik.

A sejten beliili, aktivalt receptortdl torténd jeltovabbitas fontos résztvevdi az
allvanyfehérjék. Szerepilik a jelatviteli enzimek, receptorok megkdtésében, egyiittartasaban
van. Ezek a komplexek a jelatviteli folyamatok funkcionalis egységei [1]. Ebbe a csoportba
tartozik a Tks fehérjecsalad is, melynek két tagja ismert: a Tks4 és Tks5 fehérje [2, 3]. Az Src
tirozin kinaz szubsztratjaiként azonositott fehérjék elsdsorban az aktin vaz atrendezddésében,
podoszomak, invadopodiumok képzésében jatszanak szerepet [2, 4]. E nagyméreti,
multidomén fehérjék tobb fehérje-interakciés SH3 domént, valamint egy N-terminalis, lipid-
koté PX domént hordoznak.

A nyugvo sejtekben diffuz citoplazmatikus elhelyezkedést mutatd Tks fehérjék aktiv
Src hatasara foszforilalodnak és a plazmamembranhoz transzlokalodva, egyes aktin-koto és
aktin polimerizaciot elinditd fehérjék megkotésén keresztiil részt vesznek a sejtek
Ennek pontos mechanizmusa még nem ismert, mint ahogy az sem, hogy milyen mitkodésbeli
kiilonbség van a Tks4 és a Tks5 kozott. Tovabba, a jelatviteli kaszkad Src-t aktivalo tagjat
vagy tagjait is jorészt még homaly fedi.

Az EGFR szamos jelatviteli utvonalon keresztiil szabdlyozhatja az aktin sejtvéaz
atrendez6dését, mint példaul a foszfolipaz Cyl aktivacion [5] vagy Rho GTPazokon keresztiil
[6, 7]. Mivel Src tirozin kinaz altali szabalyozast is kimutattak mar [8, 9], felmeriilt a
lehetdség, hogy a Tks fehérjék pont az EGF utvonalon keresztiil szabalyozzak az aktin vazat.
Laborunkban a Tks4-r61 mar kimutattak, hogy képes az aktin sejtvaz Src-n és EGFR-on
keresztiili szabalyozasara [10]. Disszertaciomban pedig bemutatom azokat az eredményeket,

melyek a Tks5-6t is az EGF jelatviteli ut tagjaként azonositjak.



3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1. Allvanyfehérjék

Mint ahogy a bevezetében emlitettem, az extracellularis jelek tovabbitasat a
sejtmembrantél megfeleld sejten belili helyekre és végeredményben a sejtmiikodés
szabalyozasat nevezziik jelatvitelnek. Szamos jelatviteli Ut ezt a célfehérjékben talalhato
tirozin, szerin vagy treonin aminosavak foszforilacids allapotanak megvaltoztatasaval éri el.
Azaz e szabalyoz6 mechanizmusok befolyasoljak, hogy mikor, hol, milyen protein kindzok és
foszfatazok aktivalodjanak a sejtben [1]. A kinazok és foszfatazok azonban relativ széles
szubsztratspecifitassal rendelkeznek, és valtozo kombinaciokban miikddve kiilonb6zd
bioldgiai valaszok megvaldsitasara képesek. Ezek alapjan belathatd, hogy 1éteznie kell olyan
mechanizmusnak, mely az enzimek megfeleld repertoarjat egyedi jelatviteli utakba szervezi.

E rendez6 és szabalyoz6 funkciot toltik be az allvanyfehérjék [1]. Ez az elnevezés
talaloan utal a szerepiikre, mivel legfobb feladatuk az egyes jelatviteli komponensek
kipanyvazasa. Az allvanyfehérjék ugyanis a jelatviteli kaszkad tagjait komplexekbe rendezik
(az enzimeket szubsztratjaik kozelébe viszik). Ez az Osszerendezddés ndveli a jelatviteli
folyamat specifitasat, gatolva a fehérjék kozotti sziikségtelen reakciokat és fokozza a
hatékonysagat és sebességét, mivel noveli az allvany-komplex tagjainak egymashoz vald
kozelségeét és az effektiv koncentraciojukat (ezt nevezik ,.erdltetett kozelségnek”, angolul
,enforced proximity”-nek; lasd: 1. abra (a)) [11, 12].

Az allvanyfehérjék ezen feliil képesek a jelatviteli reakciot a sejt egy specifikus
terliletére lokalizalni. Jo példa erre a cAMP jelatviteli Ut szabalyozdsdban szerepet jatszo
AKAP fehérjék (A-kinase anchoring protein), melyek a ciklikus AMP-fiiggé protein
kinaz A-t (PKA) a sejt kiillonbozé helyeire iranyitjdk. Az ez altal megvalosuld
kompartmentalizacié lehetévé teszi a PKA adott helyre korlatozott szabalyozéasat és ezaltal a
PKA szubsztratjainak lokalis foszforilaciojat [13, 14].

A pozitiv €és negativ visszacsatolasi jelek koordinalasaval az allvanyfehérjék
szabalyozzak a jelatviteli reakciok dinamikajat és kiiszobértékét is, valamint képesek
megvédeni az aktivalt fehérjéket az inaktivaciotol és/vagy degradaciotol (1. abra (c)) [15].
Egyben konformacios finomszabalyozoként is mitkddhetnek, mivel sok esetben a hozzajuk
kapcsolddd enzimek allosztérikus hatasok révén szerkezetvaltozason mennek keresztiil,

melynek kovetkeztében aktivitasuk is megvaltozik (1. abra (d)) [16].
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1. dbra — Az allvanyfehérjék miik6désének négy alapvet6 mechanizmusa. (a) Az allvanyfehérjék megkotik az
enzimeket, ezaltal névelik az egymashoz vald kozelségiiket és lokalisan emelik az effektiv koncentracidjukat. (b)
Lehetévé teszik a jelatviteli komplexek kombinatorikus modon torténd Gsszedllasat, ami azt jelenti, hogy egy
bizonyos aktiv komponens (az dbran a piros haromszog) kilonb6z allvanyfehérjék segitségével kilonbozd
jelatviteli utakban vehet részt. (c) Az allvanyfehérjék teljes jelatviteli modulokat képesek dinamikusan
szabdlyozni a pozitiv és negativ visszacsatolasi jelek koordinalasaval. (d) Néhany allvanyfehérje a hozza két6d6
enzim konformaciojat is tudja mddositani. Forras: [12]

A jelatviteli komplexek Osszetételét az allvanyfehérjék szerkezeti felépitése szabja
meg. Ezen fehérjék altaldban nagyméretli, tobb 6nalldé doménbdl allo, és szamos linearis
motivumot hordozé modularis egységek, ahol minden egyes doménnek jol definialt
kotémotivuma van. Igy attol fiiggden, hogy milyen doménekbdl épiil fel egy allvanyfehérje,
mas-mas partnereket képes megkdtni. Masrészrél ugyanazon domén megléte kiilonbozo
allvanyfehérjékben lehetdvé teszi, hogy egy adott jelatviteli komponens tobb, kiilonb6zd
jelatviteli utban is szerepet jatszhasson (1. abra (b)). Az evolucid soran a kiillonb6z6 tipusu
interakcids domének kombinatorikus modon épiilhettek egymas mellé, létrehozva az
allvanyfehérjék széles skalajat [17].

Tobb kutatocsoport is probalta utanozni az evoluciot — sikeresen. Szintetikus, kiméra
allvanyfehérjék 1étrehozasaval sikeriilt j, nem-fiziologiai jelatviteli utakat generalni [18, 19],
azaz két létezd allvanyfehérje fuzidjaval a szignal masik Utra torténd atirdnyitasat sikertilt
elérni. Példaul Park és munkatarsai két kiilonbozd, élesztokben megtalalhatd MAPK utvonal —
parosodas és magas ozmolaritasra adott valasz — allvanyfehérjéinek (Ste5 és Pbs2)
komponenseibdl Osszeallitottak egy kimérat, ezzel egy 0j utvonalat sikeriilt 1étrehozniuk.
Parosodasi feromonnal stimuldlva az élesztOket, a sejtek a magas ozmolaritdsra adando
valasszal reagaltak [20]. Emlds sejtekben egy novekedési faktor receptort apoptotikus
fehérjéhez kapcsold, kiméra adapter fehérjével sikeriilt elérni, hogy a proliferativ jel
sejthalalhoz vezessen. Ehhez elég volt annyi, hogy egy SH2 domént (mely névekedési faktor
receptor foszfotirozinjat koti meg) egy apoptozisban részt vevd, kaszpazokat toborzo DED

(death-effector domain) doménnel fuzionaltak [21].



Az irodalomban tobb kiilonb6z6 névvel is illetik ezeket a specialis fehérjéket, nevezik
horgonyzo6- vagy dokkolo- esetleg adapterfehérjének, illetve elterjedt az altalam eddig
hasznalt allvanyfehérje kifejezés is. Ezeket a neveket gyakran szinonimaként hasznaljak, ami
azt jelzi, hogy ebbe a négy kategoridba tartozo fehérjék funkcioiban jelentds atfedések
vannak. Buday Laszl6 és Tompa Péter irasa erre probal egy konszenzust talalni [22]. Harom
{6 csoportot kiilonboztetnek meg.

Az adapter fehérjék kis molekulatomegii, egyszerii fehérjék, melyek két funkcionalis
partnert kotnek ossze (2./A abra). Mindezt vagy két, fehérje-fehérje interakcidoban részt vevo
doménnel végzik, vagy két olyan régiot hasznalnak, melyek mindegyike 2-3 doménbél all. Az
adapter fehérjék els6 azonositott csoportja az SH2/SH3 doménnel rendelkezd fehérjék
csaladja volt. Ide tartoznak tobbek kozott a Grb2, a Crk és az Nck fehérjék [23]. Az SH2
domén az aktivalt receptoron vagy egyéb szubsztraton taldlhaté foszfotirozinok kotésére
képes, mig az SH3 domének a fehérjék prolingazdag régidihoz kapcsolodnak.

A nagyobb, tobbdoménes dllviny- vagy pdnyvizo fehérjék (2./B éabra) mar tobb
fehérjét iranyitanak és szabalyoznak [24]. Rendkiviil heterogének szerkezet és funkcio
tekintetében. Elkiiloniilt fehérje-fehérje interakciés doménekkel rendelkeznek és sokszor
jellemzd rajuk a magas szintli szerkezeti rendezetlenség, mely a rovid kotémotivumok
l1étrejottének kedvez ¢€s megadja a megfeleld flexibilitast a dinamikus szabalyozo
atrendezddésekhez. Szerepiiket j0l demonstralja az egyik legjobban jellemzett allvanyfehérje,
a Ste5, mely a MAPK/ERK fttvonalat szabalyozza éleszt6kben. Feladata a komplexek
Osszerendezése, a behatarolt sejten beliili elhelyezkedés érvényre juttatdsa, allosztérikus
feedback ¢s feed-forward szabalyozas biztositdsa, valamint a degradécid ellen is védelmet
nyujt [25].

A dokkolo fehérjéket eredetileg, mint az RTK jelatvitel kiegészitd fehérjéit irtak le
[26]. Ide sorolhato példaul az inzulin receptor szubsztrat (IRS) fehérje vagy a downstream of
tyrosine kinases (Dok) fehérjecsalad is. Altalanossagban elmondhaté roluk, hogy egy
membranhoz iranyito régioval (lipid-k6t6 domén), egy fehérje-fehérje interakcios hellyel és
egy kiterjedt, receptor-fiiggé modon foszforilalodni képes tirozinokat tartalmazo régioval
rendelkeznek (2./C abra). A dokkolo fehérjék a plazmamembranhoz toborzédnak, az RTK
aktivacio helyére, ahol receptor-koté doménjiikkel (fehérje-interakciés domén) a receptorhoz
kapcsolodnak, és tobbszords tirozin-foszforildcion mennek keresztiil. Ezaltal a fehérje SH2
doménnel rendelkezd jelatviteli komponensek kotésére képessé valik. E fehérjék toborzasaval

pedig kiilonbozd jelatviteli kaszkadokat indit meg.



Adapter fehérje
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2. abra — A jelatviteli folyamatokban allvanyozé funkciot betolté fehérjék csoportositasa. (A) Az adapter
fehérjék altalaban kisméretliek és két kotGrégidval rendelkeznek, mellyel két funkciondlis partnert kapcsolnak
Ossze. (B) Az allvany- vagy panyvazd fehérjék nagyméretl, multidomén fehérjék magas szintl szerkezeti
rendezetlenséggel. Jelatviteli utak tobb tagjat képesek kotni és ezaltal szabalyozni. (C) A dokkolé fehérjék az
allvanyfehérjékhez hasonlé szerkezeti és funkciondlis tulajdonsagokkal rendelkeznek. Ami megkilonbozteti
G6ket, az a membranhoz — egy aktivald receptor mellé - torténé lokalizacio képessége. Szamos foszforilalodni
képes tirozint hordoznak, melyekhez — a receptor altali foszforilaciét kévetéen - SH2 doménnel rendelkezd
fehérjék kotédhetnek. (Az abra [22] alapjan késziilt.)

Habar az allvany sz6 rigid szerkezetre utal, az allvanyfehérjék sok esetben kiterjedt
rendezetlen, ezaltal flexibilis szakaszokkal rendelkeznek [27]. Féleg a doméneket Gsszekotd
régiok mutatnak nagyfoku rendezetlenséget, de példaul a laborunk altal is vizsgalt Caskinl
(CASK-interacting proteinl) allvanyfehérje teljes C-terminalis, prolinban gazdag szakasza
rendezetlen. Ez, ha szerkezettel nem is, funkcioval viszont rendelkezik, mivel az Abl-
interactor-2 (Abi2) fehérjét e prolingazdag région keresztiil koti a Caskinl [28]. Tehat a
rendezetlen régiok kotShelyet nyhjthatnak partnerfehérjéik szamara. A kinyujtott
konformaciojuknak kdszonhetéen nagy kotdkapacitassal rendelkeznek, ezaltal tobb partnert is
képesek kihorgonyozni egymds mellett. Tovabba sokszor poszttranszlaciés moédositadsok
helyei, és a kotodott partner aktivitasat is befolyasolhatjak [29, 30].

A Tks fehérjecsalad is az allvany- vagy panyvazd fehérjék csoportjaba tartozik.
Enzimatikus aktivitassal nem rendelkeznek, ellenben szamos interakciés domént hordoznak.
N-terminalis végiikon PX domén taldlhatd, mely elsésorban foszforilalt inozitol lipidek
kotésére képes. Ezen kiviil a Tks5 ot, a Tks4 négy SH3 doménnel rendelkezik, melyek
kiilonbozo fehérjék prolingazdag régioit ismerhetik fel [2, 3]. Mindkét Tks fehérje esetében

tobb kotOpartnert is azonositottak mar, melyek alapjan elsddleges szerepiiket az aktinvaz
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atrendezésében, podoszoma/invadopodium képzésben irjak le, de a fehérjék mikodésének

pontos mechanizmusardl még csak feltételezések vannak [2, 4].

3.2. Az EGF jelpadlya

Az epidermalis novekedési faktor (EGF) receptor (EGFR) jelatviteli Gt az egyik

crer

legfontosabb 1utvonal, mely emldés sejtek novekedését, talélését, proliferaciojat és
ErbB-csaladjaba tartozik [32]. Erdekesség, hogy csak a metazodknal vannak jelen, szemben
szamos szerin/treonin kindz csaldddal (mint példaul a ciklin-dependens kinazok vagy a MAP
kinazok), melyek jol konzervaltak az eukariotakon beliil és mind az egysejtli, mind a tobbsejtii
¢l6lényeknél jelen vannak [33].

Az EGFR tobb szempontbdl is mérfoldovet jelent a tudomanyos felfedezések
vilagaban. Egyrészt az els6 receptor tirozin kinaz (RTK) volt, amit leirtak [34], masrészt az
EGFR esetében azonositottak elészor a kapcsolatot egy aktivalt onkogén és rakos
megbetegedés kozott [35]. Négy ErbB-t kodolo gént ismeriink és e receptoroknak dsszesen 11
ligandja létezik emlGsokben. A négy receptor az EGFR (mas néven ErbB1/HER1),
ErbB2/Neuw/HER2, ErbB3/HER3 és az ErbB4/HER4 [36]. A 11 ligand pedig az EGF, TGFa,
HB (heparin k&t6)-EGF, beta-cellulin, amphiregulin, epiregulin, epigen és a neuregulinok
(NRG 1-4) [37, 38]. Ezek a peptid novekedési faktorok transzmembran prekurzorként
keletkeznek és proteolizissel processzalodnak majd szabadulnak fel. A receptorcsalad minden
tagja rendelkezik egy citoplazmatikus tirozin kindz doménnel, egy juxtamembran régioval,
egy transzmembran doménnel, ami egyszeres hélix formdjdban Iépi 4t a membrant, valamint
egy glikozilalt, extracellularis ligand-kotd doménnel, mely négy tovabbi kisebb aldoménre
(L1, S1 (CR1), L2, S2 (CR2)) oszthaté (3. abra). Az S1 és S2 ciszteinben gazdag (CR),
homolég régiok, mig az L1 és L2 alegységek a ligand-kotd helyet alkotjak [39].
Valoszintisithetd, hogy ezek az egymashoz hasonld alegységek egy 0Osi génduplikécios
esemény eredményei. Megjegyzendd, hogy a cisztein aminosavak nem képeznek diszulfid
hidat a két S1/S2 domén kozott. A juxtamembran régio a receptor PKC visszacsatolason
keresztiili csendesitéséhez sziikséges, mig a C-terminalis vég a transzfoszforilacids helyeket
tartalmazza [31]. Az intracellularis tirozin kindz domén erésen konzervalt az ErbB
receptorokndl, jollehet az ErbB3 receptor kindz doménjében egy kritikus pozicioban

aminosavcsere tortént, ezért e doménnek nincs kinazaktivitasa [40].
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Ligand hidnyaban a monomer receptorok a

NH,

7 sejtmembranban inaktiv allapotban taldlhatok. A

ligand kotddése az extracellularis doménhez homo-

vagy heterodimer receptorok kialakulasat indukalja

extracelluléris . . . . . .
régio [41], valamint aktivalja a tirozin kindz domént. A
receptor aktivacidja a citoplazmatikus farki végen

elhelyezkedd hat tirozin aminosav

4 transzmembran domén  foszforiliciojahoz vezet. Mivel az aktiv receptor

juxtamembrén domén dimer egyik tagjanak kindz doménje foszforilalja a
masik tag tirozinjait és ez vice versa, ezért ezt a
kindz domén

folyamatot transz-autofoszforilacionak is nevezik.
foszforilacios helyek

Ezek a foszforilalt tirozinok SH2 (Src homology 2)

C-termindlis farok Yy Y ,COOH

vagy PTB (phosphotyrosine binding) doménnel

3. abra — Az EGFR szerkezetének sematikus rajza. A monomer EGFR egy extracelluldris ligandk6té doménnel,
egy egyszeres hélix alkotta transzmembran doménnel, sejten belil pedig egy juxtamembran doménnel, egy
citoplazmatikus tirozin kindz doménnel és egy C-termindlis farki régiéval rendelkezik. Az extracellularis domén
négy aldoménbdl épiil fel, ezek az L1 és L2, melyek a ligandkotésért felelGsek, valamint S1 és S2 (masnéven
CR1 és CR2), melyek cisztein-gazdag régiok. A C-termindlis szakasz szamos tirozin aminosavat tartalmaz,
melyek foszforilacidja szlikséges az EGFR-kozvetitett jelatviteli folyamatok beinditdsahoz.

rendelkezd fehérjéket képesek megkdtni. Ezek kozé tartoznak adapter- és allvanyfehérjék,
mint az She, Crk, Grb2, Grb7 és Gabl; kinazok, mint példaul Src, Chk, PI3K, a protein tirozin
foszfataz SHP1 és SHP2 vagy példaul a PLCy 1 enzim [37]. Ez a receptorhoz toborzodas
vezet a kiillonboz6 intracellularis jelatviteli folyamatok aktivalodasahoz [31, 42].

Az elséként felfedezett, EGFR-t6] indulo jelatviteli kaszkadok a Ras-MAP kinaz [43]
¢s a PLCy utvonalak voltak [44]. Az EGF hatasara bekovetkez6 Ras aktivacioban
kulcsszerepet jatszo adapter fehérje a Grb2, mely konstitutivan koti a guanin nukleotid
kicseréld faktor Sos-t [45]. A komplex nyugvd allapotban a citoplazmaban lokalizalodik, a
receptor aktivalodasat kdvetden transzlokalédik a membranhoz, ahol a Grb2 SH2 doménjén
keresztil az EGFR-hez kotodik [46]. Ez a membranhoz szallitodas teszi lehetévé a
membranhoz-kotott Ras fehérje Sos-el valdo asszociaciojat, mely serkenti a GDP
disszociacidjat a Ras-rdl, igy a Ras GTP-t kothet meg, ami altal aktivalodik. A Ras egyik
célfehérjéje a Raf-1 szerin/treonin kinaz, melynek aktivalodasa végeredményben az ERK1 és
[47]. Az aktivalt ERK dimerek hatasara szamos transzkripcios faktor foszforilalodik, ezaltal

aktivalodik [48]. A MAP kinaz utvonal mellett az — itt nem részletezett — PISK-Akt-mTOR
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[49], a JAK-STAT [50] és a mar emlitett PLCy-PKC [51] utvonal is az EGF altal elinditott
jelatviteli kaszkadok kozé tartozik.

Fontos azonban megemliteni még az EGFR kapcsan az Src tirozin kinazt is. Az Src
kinaz csalad tagjairdl ugyanis mar régota ismert, hogy névekedési faktor receptorok — mint az
EGFR - jelatviteli palydiban részt vesznek [52]. Ezt bizonyitja az EGFR Src-fliggd
foszforilacigja valamint az Src és EGFR kozott kialakuld interakeio is [53, 54]. A kapcsolat
valosziniileg kdzvetlen; az Src SH2 doménjén keresztiil torténik. Az EGFR Src hatdséara az
Y845, Y891, Y920 és Y1101 oldallancain foszforilalédik [55, 56]. A 920-as foszfotirozin
ezaltal dokkolasi lehet6séget biztosit a PI3K p85-0s alegységének [56], az Y845 pedig a
STATSb aktivaciohoz sziikséges kotéhely [57]. Azonban nem teljesen vilagos, hogy az Src
egy, a jeltovabbitasi kaszkadban az EGFR-t kovetd fehérje, vagy maganak az EGFR
aktivacionak egy aktiv kozremiikoddje. Az Src és az EGFR tirozin kindz tobb kozos
szubsztrattal is rendelkezik [52]. Az EGF stimuléciot kovetd legtobb sejtvaz atrendezddés a
Src kinaz szubsztratjai altal megy végbe; ide tartoznak a FAK, pl30Cas, cortactin, EAST,
Eps-8 fehérjék [58]. Az EGF altal elinditott szignalizacids utvonalak sokrétiisége mellett
jellemz6, hogy a kiilonboz6 utak funkcionalisan Osszekapcsolodnak, tovabb novelve a
komplexitast és bonyolult informacios halézatot alkotva [42, 59].
leirtak, hogy az EGFR-en keresztiil hatdo ndovekedési faktorok fokozzdk a fibroblasztok
sejtmozgasat [60]. Wells és munkatarsai kapcsoltak Ossze az EGFR aktivacio kivaltotta
sejtmozgast a PLCy utvonallal [61]. Kimutattak, hogy az EGF altal aktivalédott PLCy
felszabaditja a PIP,-kotott gelsolint a membranbol, helyreéllitva ezzel a fehérje képességét
polimerizalt aktin filamentumok megkotésére, elvagasara vagy sapkazasara [62]. Ezek a
folyamatok teszik lehetévé a mozgd sejtek filopddiumainak/lamellipodiumainak kinyulasat
vagy visszahUizodasat.

A PI3-kinaz EGF-kozvetitett sejtmozgasban betoltott szerepére ellentmondo adatokat
talalunk az irodalomban. Egy munkacsoport EGFR-t talexpresszalé mellrak és fibroblaszt
sejtekben, a PI3-kinaz gatlasakor a sejtmozgas novekedését tapasztalta [63]. Egy masik
tanulmany szerint viszont wortmannin adasa — mely egy PI3-kinaz gatloszer — részben gatolta
az EGF-iranyitott sejtmozgast hugyholyag karcinoma sejtekben [64]. Az eltérések adodhatnak
a kiilonbozo sejttipusok eltéréen miikddo jelatviteli halozataibol. Eléfordulhat példaul, hogy a
PI3-kinaz kiilonb6z6 Rho GTPazokat aktival. Ugyanis a Rho GTPazokrol (RhoA, Racl,
Cdc42) szintén bizonyitott, hogy Kulcsszabalyozoi tobb novekedési faktor, igy az EGF
indukalta aktin atrendezédésnek is [6, 7]. A RhoA fehérje a stressz kotegek és fokalis
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adhéziok kialakuldsat szabalyozza, a Racl a lamellipodium képzddést és a membran fodrok
kialakulasat serkenti, mig a Cdc42 a filopodiumok Osszeszerel6dését iranyitja [58]. A431
sejtekben az EGF serkenti a motilitast, mely Rho-fiiggd sejt lekerekedéssel, kortikalis aktin
polimerizacioval, valamint Rac-fliggd membranfodrozodassal (membrane ruffling) és
lamellipodium képzd6déssel jar [65].

A PI3-kindz egyéb tutvonalakon keresztiill is kifejti hatdsat a sejtmozgasra.
Sebgyogyulasi esszében vizsgalva azt talaltak, hogy EGF-kozvetitette PI3-kinaz-aktivacio
hatasara a PLCy a migralo sejt vezetd élére transzlokalddott [5]. Ennek oka a PI3-kinaz
aktivitds hatdsara a membranban megjelend PI(3,4,5)P; ¢s a PLCy PH doménje kozott
1étrejové kapcesolat. Valdszinli tehat, hogy EGFR-medialt kemotaxis soran az EGF/PI3K
utvonal sziikséges a sejtpolaritas kialakulasahoz is.

Az aktin sejtvaz atrendez6dése — mint ahogy mar emlitettem — az Src tirozin kinazon
keresztlil is torténhet. Az EGFR altal aktivalodni képes Src ugyanis szamos, aktin
citoszkeleton szabalyozasaban szerepet jatszo fehérje szubsztrattal rendelkezik [8]. A Rho
csalad egyes tagjairol pedig kimutattdk, hogy specifikusan tudjak iranyitani az Src-t
kiilonboz6, sejtmozgashoz vagy adhézidhoz sziikséges képletbe — fokalis adhézidkba,
lamellipodiumokba, filopodiumokba — ahol az Src kindz mikodése sziikséges a strukturak
megfelel6 miikodéséhez [9].

Természetesen az itt kozolt részletei az EGFR altal aktivalt jelpalyaknak csak kis
szeletei eme nagyon komplex rendszernek, melynek bévebb kifejtése tlmutat a dolgozat
keretein. A Tks fehérjék EGF jelatvitelben betoltott szerepének bizonyitasaval e bonyolult
jelatviteli halozat ujabb elemmel boviil. Ez egyrészt tovabb noveli a ndvekedési faktor
jelpalya komplexitasat, de egyuttal hozzdjarulhat az egyes jelatviteli utak eddig még nem

ismert, hianyzo6 lancszemeinek felderitéséhez is.

3.3. A Tks5 és Tks4 fehérjék szerkezete

A két, Tks fehérjecsaladba tartozd fehérje mind szerkezetében, mind funkcidjaban
nagyon hasonld. A ketté koziil a Tks5-6t fedezte fel elészér Sara Courtneidge ¢és
munkacsoportja 1998-ban [3]. Egy ujfajta, fag-bemutatason alapuldé moédszerrel Src tirozin
kinazok szubsztratjait azonositottak, és igy fedezték fel az addig még ismeretlen fehérjét,
melyet Fish-nek (Five SH3 domain-containing protein) neveztek el. Késébb az értekezésben

is hasznalt Tks5 (Tyrosine kinase substrate with five SH3 domains) elnevezés valt leginkabb
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elfogadotta, de hasznaljak még az SH3PXD2A (SH3 and PX domain-containing protein 2A)
kifejezést is, mely egyben a gén neve is.

Ez a nagyméretli, multidomén allvanyfehérje 1133 aminosavbdl all. Szerkezetét a
4. abra mutatja. N-terminalisan egy PX (Phox-homology) domén talalhatd, melyet 6t SH3
(Src-homology 3) domén kovet. (E doméneket a kovetkez6 fejezetekben részletesen is
targyalom.) A doméneket Osszekotd szakaszokon tobb prolin-gazdag régid is talalhato,
melyek egy vagy akar tobb PxxP motivumot is tartalmaznak. Ezek az SH3 doméneck
kotémotivumai, ezért a Tks5 feltételezhetéen képes SH3 domének megkotésére. A harmadik
¢s negyedik SH3 domén kozotti hosszabb Osszekotd szakasz alacsony komplexitasu,
szerinben extrém gazdag ¢és valosziniileg nagyon flexibilis is. A Tompa Péter és
munkacsoportja altal fejlesztett I[UPred algoritmust [66, 67] lefuttatva ugyanis ez a szakasz
egyértelmiien rendezetlennek mutatkozik.

A szekvencia elemzése alapjan @ human Tks5 harom Src foszforilacios hellyel is
rendelkezhet (Y553, Y558 és Y620), mivel mindharom tirozin kornyezete hasonlit az Src
tirozin kinaz szubsztratok konszenzus szekvenciajahoz (EEEIYG/EEFD) [68]. Ezek a helyek
az Abl (Y-E-E-P), az Nck ¢és Crk (Y-D-X-P) vagy a Grb2 (Y-X-N-X) SH2 doménjeinek
kotohelyeire hasonlitanak. Elképzelhetd, hogy a tirozinon foszforilalt Tks5 képes ezek koziil a
fehérjék koziil akar tobbel is kapcsolatot 1étesiteni in vivo. E harom feltételezett foszforilacios
hely koziil az 558-as és 620-as tirozin foszforilaciojat (és ezen tirozinok egér megfeleldjeinek
foszforilacigjat) mutattak ki kisérletesen is [69, 70].

Jelen értekezés alapjaul szolgald kisérleteknél én minden esetben human Tks5-tel
dolgoztam, ezért a leirt adatok a human fehérjére vonatkoznak (ha ettdl eltérek, arra kiilon
felhivom a figyelmet).

A Tks5-nek az UNIPROT adatbazis [71] szerint harom izoformaja 1étezik, melyek
alternativ splice-variansok. A leggyakoribb a hosszabb valtozat, melyben egy erésen bazikus,
28 aminosavas inzerci6 talalhato az els6 és masodik SH3 domén kozott [72]. A 2-es izoforma
a legrovidebb, mivel hianyzik bel6éle az N-terminalis PX domén. Gyakorlatilag az elsé SH3
doménnel kezddédik, melyet a masodik SH3 inzercid nélkiil, rovidebb koztes szakasszal kovet.
Létezik a fehérjének egy harmadik valtozata is, melybdl csak az emlitett 28 aminosav
hosszusagl inzercié hidnyzik. Igy ebben a valtozatban nem csak az elsd két SH3 domén,
hanem a kozottik talalhaté rovid szakasz is nagyfoki konzervaltsigot mutat az egyik
NADPH alegység, a p47°"™ fehérje szerkezetével [72]. A NADPH oxidaz komplex egy méasik

Ophox

szabalyoz¢ alegységére, a p4 -ra mar csak kisebb mértékben hasonlit (4. dbra).
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4. dbra — A Tks5, Tks4, pa7°"™ és pa0°"™ fehérjék doménszerkezete. Az abran a bizonyitott Src foszforilacids
helyek is fel vannak tlintetve, a human fehérjére vonatkozd pozicid megnevezésével egyitt. A Tks5 elsG és
masodik SH3 doménje kozotti jelolt kék teriilet a leggyakoribb izoformaban megtaldlhaté 28 aminosavas
inzercid, mely a fehérje masik két valtozatabdl hidnyzik.

A Tks5 mRNS-ét szamos szovetben (példaul sziv, agy, tidé, maj, izom, vese)
kimutattak, egyes szovetekbdl (here, 1ép) és sejtvonalakbol (példaul a jelen értekezés alapjat
képz6 kisérletek tobbségében hasznalt COS7 vonalbol) azonban hianyzik [3].

A Tks5-tel rokon Tks4 fehérjét tiz évvel késdbb harom, egymastol fliggetlen
munkacsoport irta le [2, 73, 74]. Bar Lanyi Arpadék cikke [74] a masik kettShoz képest
késobb, 2011-ben jelent meg, de 0k voltak az elsdk, akik a Tks4 szekvenciajat HOFI néven
nemzetkozi nukleotidszekvencia adatbazisban elhelyezték 2005-ben.

A fehérje doménszerkezete nagyon hasonl6 a Tks5-hoz (1asd: 4. abra): az N-terminalis
PX domént itt négy SH3 domén koveti. Erdekes viszont, hogy nem egyszeriien a Tks5
rovidebb valtozatarél van sz, mivel a Tks4 utols6 SH3 doménje a Tks5 6todik SH3
doménjének felel meg, vele mutat nagyfokl hasonlosagot. A teljes azonossag a két fehérje
egymashoz illesztett aminosav szekvencidjaban 43%. Ez az érték a domének nagyfoku
hasonlésagabol, illetve a doméneket 0sszekotd régiok alacsony konzervaltsagabol adodik. A
PX domének ugyanis egymassal 77%-0s hasonldésagot mutatnak, az els6 SH3 esetében ez az
arany 81%, a masodiknal pedig 68%, a harmadik SH3-ak pedig 70%-ban hasonlitanak
egymashoz. A Tks4 negyedik SH3 doménje — mint ahogy mar az elébb emlitettem - a Tks5
otodik SH3 doménjéhez a leginkabb hasonlatos, vele 57%-o0s azonossagot mutat [2]. A Tks5

negyedik SH3 doménje és az azt koriilvevo linker szekvenciak nem konzervaltak a Tks4-ben.
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Helylikon egy még hosszabb 0sszekapcsolo szakasz talalhatd, mely szdmos prolingazdag
motivumot hordoz. Az IUPred [66, 67] ezt a részt rendezetlennek josolja, ami valdsziniisiti e
szakasz nagyfoku flexibilitdsat, mely az utols6 SH3-nak jelentés mozgési szabadsagot
biztosit.

A Tks5-hoz hasonloan a Tks4 is az Src tirozin kinaz szubsztratja, mind in vivo mind in
vitro. A harom potencialis foszforilacios hely koziil a 25-6s és 508-as tirozin esetében
egyértelmiien, a 373-as tirozin esetében kevésbé egyértelmiien kimutattdk az Src altali
foszforilaciot [2]. Erdekes, hogy a két rokon fehérje esetében az Src foszforilacios helyek
egyaltalan nem konzervaltak. Tks5 esetében a két foszforilalodé tirozin a harmadik és
negyedik SH3 domén kozotti 6sszekotd szakaszon talalhatd, mig a Tks4 fehérjénél a 25-6s
tirozin a PX doménen, a 373-as tirozin a harmadik SH3 doménen beliil helyezkedik el,
egyediil az 508-as esik a harmadik és negyedik SH3 kozotti hossza szakaszra.

A Tks4 fehérje szoveti kifejezédése a Tks5-nél még szélesebb korti és azt is
kimutattak, hogy embrionalis szovetekben nagyobb mennyiségben expresszalodik [2]. Jelen
van tobbek kozott a szivben, Iépben, agyban, vazizmokban, vesében, herében és a majban,
valamint kiilonb6z6 sejtvonalakban — mint példaul a COS7 és HeLa sejtekben — is [2, 73].
Hianyzik viszont a T-sejt eredetli Jurkat sejtekb6l, valamint a THP1 nevi{i akut monocitikus

leukémia sejtvonalbdl [74].

3.3.1. APXdomén

A PX domén a foszfoinozitol-ko6té modulok szupercsaladjanak legtjabban felfedezett
tagja, melyet eldszor a NADPH oxidaz két citoplazmatikus komponensében, a p40phox €s
p47°"* fehérjékben azonositottak [75], és leirtak foszfatidilinozitol-3-foszfathoz (PI(3)P) és
foszfatidilinozitol-3,4-biszfoszfathoz (PI(3,4)P,) val6 kotédésiiket [76]. Az elnevezés is ennek
a komplexnek a nevébdl ered; a phagocyte NADPH oxidase kifejezésbdl (phox). Hasonld
foszfatidil-inozitol k6t6 motivum a mar régebb Ota ismert pleckstrin homology (PH) domén,
illetve a FYVE és ENTH domének [77].

A PX motivum fehérjék széles korében megtalalhatod, beleértve a jelatviteli utak
fehérjéit (foszfolipaz D1 és D2, PI3-kinaz, Spol4p), a vezikularis széllitasban részt vevod
fehérjéket (sorting nexin-ek) vagy éppen az élesztd bimbozas szabalyozasat iranyitokat
(Bemlp és Bem3p) [78]. A SMART adatbazis [79, 80] szerint az értekezés irasakor 83 human

fehérje rendelkezik PX doménnel.
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Egy PX domén kb. 120-130 aminosavbodl all és szekvencia-osszehasonlitasokbol
ismert, hogy tobb jol konzervalt régioval is rendelkezik, beleértve bazikus aminosavakat
illetve egy prolin-gazdag szakaszt. Szerkezetét NMR spektroszkopias mérésekbol ismerjiik,
mely szerint harom B-szalbol allo B-lemezbdl és azt kvetd harom a-hélixbdl épiil fel, lapos és
kompakt alakba rendez6dve [81, 82]. A legtjabb irodalmi adatok alapjan 1étezik egy hosszabb
formaja is a doménnek, amit extended (kiterjedt) PX doménnek neveztek el [83]. Ez a forma
két tovabbi a-hélixet tartalmaz a domén C-terminalis végén. A fehérjék membranhoz
szallitasaban szerepet jatszo fehérjék két tagjanal, az SNX (sorting nexins) 10-nél és 11-nél
azonositottak ezt a plusz két hélixet (4a és Sa), melyeket nagyon konzervaltnak talaltak a
fehérjék egyes ortologjai kozott.

Tobb PX domén szerkezetét f6 kotOpartnerével, a foszfatidil-inozitol-3-foszfattal
(P1(3)P-vel) komplexben is megoldotték [84-86]. Az 5. abran a p40°"™ PX doménje lathato. A
domén lipidkoté zsebébe a PI(3)P feji vége pontosan beleillik, ahol hidrogénkdtések és
sohidak révén jon létre kapcsolat a lipidmolekula és a domén kozdtt. A p40P"™
PX doménjében az 58-as Arg az inozitol-gyiirii 3-as szénatomjahoz kapcsolodd foszfattal
alakit ki sohidat. Az inozitol gyliri szabad hidroxil csoportjai is kapcsolddnak a PX doménhez
egy masik bazikus aminosavon — az Argl05-6n — keresztiil, mely a 4-es és 5-0s hidroxil
csoporttal alakit ki hidrogénkotést. Végiil az 1-es helyen 1évé foszfattal is sohidat képez egy
konzervalt lizin oldallanc (Lys92), valamint a 60-as arginin guanidino-csoportja. Maga az
inozitol gylirli az 59-es tirozinnal keriil hidrofob kdlcsonhatisba; ez a tirozin alkotja a
lipidko6té zseb aljat. Van viszont egy masik konzervalt arginin (Arg57), amely nem nyulik be
a kotdzsebbe, hanem a domén hidrofob magjaban kialakitott hidrogén kotésével stabilizalja a
szerkezetet [86]. A PX domén membranhoz koétédése azonban nem csak az el6bbiekben
ismertetett direkt specifikus interakcioknak koszonheté, hanem egy nem-specifikus, hidrofob
kdlcsonhatés is részt vesz benne, mely a prolin-gazdag motivum ¢és a 2-es alfa hélix kozott
elhelyezkedd hidrofob hurok valamint a plazmamembran kozott jon 1étre [77].

A PI(3)P a leggyakoribb PX doménhez kotédé foszfatidil-inozitol lipid, ami a
specifikus lipidkotd zseb ismeretében nem is meglepd. Mindamellett szamos mas foszfatidil-
inozitollal 1étrejové interakcidt is leirtak mar. Példaul a p47°"® fehérje PX doménjével
erdsebben kotédik a PI(3,4)P,-hoz, mint a PI(3)P-hoz, sot, képesek kotni a 3-as helyen
egyaltalan nem foszforilalt P1(4)P-t és a P1(4,5)P,-t is [76, 87, 88].
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5. abra - A p40°"™ PX doménjének kristalyszerkezete P1(3)P-vel komplexben. (A) A lipidkété zseb abrazolasa.
A PX domén felszinének abrazolasaval lathatova valik a lipidkot6 zseb bemélyedése, ahova a foszfatidil-inozitol-
3-foszfat (PI(3)P) feji végével kapcsolddik. A kélcsonhatdsban részt vevé — nagyrészt bazikus - aminosavak
(melyek a B abran részletesen lathatdk) elemeik szerint lettek szinezve, igy a felszinen lathaté kék foltok a
nitrogén atomoknak, a piros foltok pedig az oxigén atomoknak felelnek meg. A lipidmolekula és a domén
kozotti séhidakat illetve H-kotéseket sarga szaggatott vonalak jelzik. (B) A lipidk6tés molekularis részletei. Az
Arg58 az inozitolgytiri 3. szénatomjahoz kot6dd foszfatcsoporttal alakit ki séhidat. A Tyr59 magaval az inozitol
gy(rdvel keril hidroféb kolcsonhatdsba. Az Argl05 az inozitolgy(lrl 4-es és 5-0s hidroxilcsoportjaval alakit ki
abran narancssargaval jelolt prolin-gazdag hurok SH3 domének kotésére lehet képes [82]. A lipidmolekula és a
domén kozotti séhidakat illetve H-kotéseket sarga szaggatott vonalak jelzik. Az dbrak PyMOL programmal (The
PyMOL Molecular Graphics System, Version 1.3. Schrédinger, LLC) késziltek. (PDB:1H6H)
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M¢ég érdekesebb, hogy vannak olyan PX doménnel rendelkezd fehérjék, melyekrdl
egyaltalan nem lehetett kimutatni, hogy kdtnék a PI(3)P-t. Példaul a foszfolipaz D1 (PLD1)
PX doménje az egyik tanulmany szerint a PI(5)P-hoz k&tédik [89], mig egy masik cikkben a
P1(3,4,5)P3-hoz vald kotddését irtak le [90], de az interakcio PI(3)P-al egyik esetben sem volt
kimutathat6. Hasonlo az eset a NOXOI1 fehérje esetében is, melynek PX doménje a
PI(4)P-hoz, a PI(5)P-hoz ¢és a PI(3,5)P,-hoz valé kotédést preferalja, mig a kapcsolat a
PI(3)P-al nem detektalhaté [88]. A CISK fehérje PX doménje pedig a PI(3,5)P, és a
P1(3,4,5)P; kotésének kedvez [91]. Tehat a kiilonb6z6 PX domének kiilonb6zo
foszfatidil-inozitol (PI) valtozatokhoz mutatnak preferenciat, ami a PX domén szekvencidk
valtozékonysagat tikrozi [92]. A p47""™ fehérje PX doménjérdl kimutattdk mar, hogy két
lipidkotd zsebe is van, ezaltal két kiilonbozo lipidmolekulan keresztiili jelatviteli ut torténéseit
tudja integralni. Az egyik az Osszes PX doménnél megtaldlhatd bazikus zseb, mely a
P1(3,4)P,-t koti, mig a masodik kotézseb foszfatidsav kotésére képes. Mivel a zseb arka
nagyon sekély, ezért nagyobb fejcsoporttal rendelkez6 foszfolipid bele se fér [93].

Bar a PX domént ma is elsésorban lipid-koté doménként tartjak szamon [94], nem
szabad figyelmen kiviil hagyni a legtobb PX doménben megtalalhatd, elsé és masodik
alfa-hélix kozott elhelyezked6 prolin-gazdag (PxxP) régiot sem (az 5. abran sargaval jelolve),
mely kozismerten az SH3 domének kétémotivuma [95]. Mar Christopher Pontingban, a PX
domén elsé leirdjaban is megfogalmazddott a lehetdség e motivum ismeretében, hogy ez a
domén SH3-koté tulajdonsaggal bir [75]. Raadasul szamos PX-domént tartalmazo fehérje
SH3 doménnel is rendelkezik, ami molekuldn beliili és molekuldk kozotti fehérje-fehérje
kolesonhatasok 1étrejottét is lehetdvé teszi. A p47™"* fehérje PX doménjén beliili
prolin-gazdag motivum példaul a sajat, C-terminalis SH3 doménjét koti intramolekularisan
[82]. Ez az interakci6 a fehérjét inaktiv allapotban tartja. Intermolekularis kélcsonhatasra is
van irodalmi adat. A foszfolipaz D1 és D2 fehérjék PX doménjeirdl irtédk le, hogy poliprolin
hurkuk koti a foszfolipaz Cyl SH3 doménjét [96]. Ez az interakcio sziikséges a foszfolipaz C
EGF-altali aktivacidjahoz és az intracellularis Ca-mobilizacidohoz. Irodalmi adatok alapjan a
PX domén egyéb kozvetlen fehérje-fehérje kolcsonhatasokban is részt vesz. Ilyenre példa
szintén a foszfolipaz D1 és D2 (PLDI1 és PLD2), melyek PX doménjei a dinamin GTPaz
doménjéhez képesek kotddni és ezaltal az enzimaktivitast novelni [97].

A Tks5 és a Tks4 PX doménjének lipidkotésérdl is talalunk adatokat az irodalomban
[2, 10, 73, 74, 98]. A Tks5 PX domén lipidkotését in vitro, nitrocelluloz membranra kotott
kiilonbozé foszfatidil-inozitol lipidekkel (PIP strip) és tisztitott, GST-fuzios fehérjével
vizsgaltak. A PX domén kotédésébol adodo legerdsebb jelet PI(3)P és PI(3,4)P, esetében
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lattak [98]. Az izolalt PX domén fibroblasztokban expresszaltatva pontszerii sejten beliili
eloszlast mutatott, megegyezve a PI(3)P tilnyomorészt endoszoémalis elhelyezkedésével.
Src-vel transzformalt sejtekben azonban a PX domén a podoszémékban jelenik meg, ebben az
esetben talan a PI(3,4)P,-vel asszocialodik [98]. A Tks4 PX domén lipidkotésérdl
ellentmondodak az adatok. Kiilonb6z6 munkacsoportok ugyanazt a vizsgalati modszert (Gn.
PIP strip-et) hasznalva eltéré eredményeket kaptak. Hishida és munkacsoportja GST-fzios
PX domént hasznalva PI(3)P-hoz, PI(4)P-hoz és PI(3,5)P,-hoz, valamint kis mértékben a
PI(5)P-hoz val6 kotédést mutatott ki [73]. Ezzel szemben, Sara Courtneidge
munkacsoportjanak kisérleteiben a vizsgalt domén — a Tks5-nél kimutatottakhoz hasonléan —
PI(3)P és PI(3,4)P;, lipidekkel mutatott jelentds kolcsonhatast [2]. Laborunk eredményei
szerint pedig valamennyi foszforilalt inozitol gytriit tartalmazo lipiddel képes a Tks4 PX
doménje kolcsonhatast kialakitani [10]. A kiilonbségek adodhatnak akar a kisérletek soran
hasznalt eltér6 lipid- és fehérje koncentraciokbal is.

A Tks fehérjék PX doménjének fehérjekotésérdl is talalhatok informaciok az
irodalomban, de ezek koziil kevés a bizonyitott kisérleti eredmény, altalaban csak a
kolcsonhatds lehetdsége keriil emlitésre. Abram ¢és munkatérsai cikkiik diszkusszidjaban
ismertetik, hogy nem publikalt, elézetes eredményeik szerint a Tks5 PX doménje képes a
sajat, harmadik SH3 doménjéhez kotddni és ez az intramolekuléris interakcié Src
foszforilacio hatasara megsziinik [98]. A Tks4 PX doménjérdl szintén kimutattak, hogy
invitro koti a sajat, harmadik SH3 doménjét a PX doménben taldlhatd PxxP motivumon
keresztiil [73]. Ezen el6zetes eredmények felvetik annak a lehetdségét, hogy a Tks fehérjék —
a rokon p47°".hoz hasonldan — egy inaktiv, zart konformacidt vesznek fel, mely
foszforilacio hatasara kinyilik, és a PX domén csak ezutan lesz képes a lipidkotésre. Azonban

ennek tisztazasahoz még tovabbi kisérletek sziikségesek.

3.3.2. Az SH3 domén

Az Src homology 3 (SH3) domén talan a legjobban jellemzett tagja a
fehérje-interakcidés modulok névekvo csaladjanak, melyet 1988-ban irtak le elsOként, mint az
Src tirozin kindz csaladban, a Crk adaptor fehérjében és a foszfolipaz Cy-ban is megtalalhato
szekvencia-hasonlosagot mutatd szakaszt [99, 100]. Ez a viszonylag kis méretii domén (kb.
50-70 aminosav hosszisagu), mely elsésorban prolin-gazdag, PxxP motivumot hordozo
peptideket kot [101], rendkiviil elterjedt a jelatviteli-, sejtciklust szabalyozo- és a
citoszkeletalis fehérjék korében. Az elsé SH3 domén szerkezeteket 1992-ben publikaltak,

melyek Src tirozin kinazbdl [102] és spektrinbdl [103] szarmaztak. A domén kozponti részét
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egy Ot vagy hat B-szalbol allo, két antiparalell B-lemezbe rendez6do B-hordo alkotja. A domén
N- és a C-termindlis vége egymas mellett helyezkedik el, és az ezzel ellentétes oldalon
talalhato az aromas (és savas) aminosavakban gazdag kotofelszin [102], mely tulajdonképpen
az RT- és n-Src hurkok 4altal hatarolt, B3 és B4 szalak feletti — harom kotdzsebre tagolhatd —
sekély arok (6. abra) [104].

Disztalis

hurok RT hurok

PxxP
kotéhely

6. abra — Src SH3 domén NMR-szerkezete. Az 3abra az SH3 domének jellemz8 szerkezetét mutatja. A
masodlagos szerkezeti elemek (R-szal: sarga; 3i5-hélix: piros; hurok: zold), az N- és C-terminus valamint a
kotShely jelolve van a képen. A szerkezeti dbra Pymol programmal (The PyMOL Molecular Graphics System,
Version 1.3. Schrodinger, LLC) késziilt. (PDB:1SRL) [105]

Az SH3 doménhez asszocidlodd peptidek a kollagénhez hasonld, balmenetes, un.
poliprolin II (PPII) hélix szerkezetet vesznek fel, melyben harom aminosav alkot egy
fordulatot. A PPII hélix szimmetridja miatt a peptidek két ellentétes orientacidban képesek az
SH3 doménhez ko6tédni és ez a tulajdonsag egyuttal két osztalyra is osztja Oket. Az elsd
osztalyba tartoz6 peptidekre a +xxPxxP szekvencia a jellemz6 (+ - pozitiv toltésli aminosav;
X — barmilyen aminosav), tehat a kozponti PxxP motivumot megeldzi egy pozitiv toltési
aminosav (ami f6leg arginin). A masodik osztalyba tartoz6 peptidek xPxxPx+ szekvenciaval
rendelkeznek, a pozitiv toltésii oldallincok tehat ebben az esetben a PxxP résztdl
C-terminalisan helyezkednek el [106-108]. A pozitivan t6ltott aminosavakat az SH3 domén
RT-hurkan iil6 negativ t6ltésii aminosavak kotik meg elektrosztatikus interakciok révén, ezek
a savas aminosavak alkotjdk a specifitdsi zsebet, vagy specifitdsi zonat. A masik két
ligandk6td zsebet, melybe a poliprolin hélix egy-egy csavarulata (a két hidrofob prolin
dipeptid) illeszkedik be, aromas aminosavak alakitjak ki [95]. A 7. abran mindkét tipusa
peptidkotédésre lathatd példa. Az Src tirozin kindz SH3 doménjéhez kotédé RLP2 peptidre a
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+xxPxxP szekvencia a jellemz6 (7./A abra), mig a 7./B abran, a Grb2 N-terminalis SH3
doménje esetében a peptid orientacidja forditott, ami a szindtmenetes jelolésbol és az N-
termindlistol kezd6dd szamozasbol deriil ki. A kotés szerkezeti alapjai azonban mindkét

esetben nagyon hasonldak.

A

1. osztalyu peptid orientacio 2. osztélyu peptid orientacio

7. abra — A prolingazdag peptidek SH3 doménhez kot6dése kétféle orientacidban. (A) A c-Src tirozin kindz SH3
doménjének NMR-szerkezete az els6 osztalyba tartozé RLP2 peptiddel (RALPPLPRY) komplexben (PDB:1RLP).A
két prolin-kot6zsebet az aromas Y14 és Y60, illetve a W42 és P57 aminosavak alkotjak. A negativ toltési
specifitasi zsebbe beldgd pozitiv toltésd arginin (R1) a D23 jell aszparaginsavval alakit ki séhidat. (B) A Grb2
N-termindlis SH3 doménjének NMR-szerkezete, Sos kotSpartnerébdl szarmazd tiz aminosavas, masodik
osztalyba tartozd peptiddel (VPPPVPPRRR) komplexben (PDB:1GBQ). A két prolin-kot6zsebet az aromas Y7 és
Y52, illetve a W36 és P49 aminosavak alkotjak. A specifitdsi zsebben az R8-as arginin és a D16 jeld
aszparaginsav kozott alakul ki séhid. Az SH3 doménekben csak a kotésben részt vevé aminosavakat emeltem ki,
melyek pozicidit piros szamok jelzik. A peptidek orientacidjat szinatmenetes jelolés (N-term: kék; C-term: piros)
mutatja. Az dbran az aminosavak egy bet(s roviditéseit hasznaltam. Az abrak Pymol programmal (The PyMOL
Molecular Graphics System, Version 1.3. Schrodinger, LLC) késziltek.

Nem minden SH3 ligand tartalmazza azonban a kanonikus PxxP kdzponti motivumot.
A Pak kinaz példaul a ,,PPPVIAPRPETKS” motivummal kotédik a Pix nukleotid-kicseréld
faktor SH3 doménjéhez [109]. Az Eps8 tirozin kinaz szubsztrat SH3 doménje pedig a PxxDY
motivumot koti meg [110].

Az eddig emlitett interakciokban kozds, hogy az SH3 kanonikus kotOhelyén jottek
létre. Am léteznek olyan atipikus ligandok is, melyek az SH3 domén teljesen eltérd
felszinével alakitanak ki kolcsonhatést. Ilyen példaul a Vav és a Grb2 fehérje kapcsolata, ahol
a mindkét fehérjében megtalalhaté SH3 domének egymassal kapcsolodnak ossze [111]. Egy
masik példa a Pex13p peroxiszomalis membranfehérje, mely az egyik partnerfehérjéjét, a

Pex5-6t annak o-helikalis elemén keresztil koti meg [112]. Az interakcid helye az
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SH3 doménen pedig nem a klasszikus PxxP kotézseb, hanem feltehetéen az RT- és a disztalis
hurok kozotti tertilet.

Az SH3 domének altalaban 1:1 sztéchiometriaval kotik meg prolin-gazdag partner
peptidiiket. De ez aldl is ismeriink mar kivételt, melyet superSH3-nak vagy tandemSH3
doménnek neveznek. A p47phox fehérje — melyet mar PX doménje kapcsan is emlitettem —
esetében irtdk le eldszor, hogy ligandkotésében két, egymast kovetd SH3 domén
egyiittmikodik (8. abra) [113]. Vagyis a ligandkoté felszin két konzervalt SH3 domén

7phox

8. abra - Egy tandem SH3 domén szerkezete. A p4 két SH3 doménje kozos felszinen koti meg a fehérje
sajat, palcika-modellként dbrazolt polibazikus régidjat. A piros betlk a polibazikus régié amindsavait jeldlik. Az
SH3 domének kolcsénhatasban részt vevd oldallancait az aminosavak egy bettis réviditése és a pozicidjuk jel6li.
(PDB: 1NG2) Forras: [113]

A p47IOhOX fehérje e kettds SH3 doménjével nyugvo allapotban a sajat C-terminalis
farki végén talalhatd polibazikus régiot koti meg. Ezt a molekulan beliili kapcsolatot, mely
megakadalyozza a fehérje mas partnereihez vald kotddését, autoinhibitoros konformacionak
nevezik. Szamos kinaz enzimatikus aktivitasanak szabalyozasa is hasonlé moddon torténik,
mint példaul a c-Src [114] és a Hck [115] kinazok esetében.

A tandem SH3 domén létrejottét két szerkezeti tulajdonsag teszi lehetévé. Az egyik
feltétel a kovalens kotés megléte a domének kozott, azaz a két doménnek egymads utan, egy

molekulan kell lennie, mivel a lokalisan magas doménkoncentracio sziikséges a megfeleld
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erOsségii interakcid 1étrejottéhez. Valamint a koélesonhatéd felszinek kialakulasahoz glicinek
triptofan-triptofan) motivumban™ taldlhatok. Ezek a glicinek egymés mellé keriilve van der
Waals kotéseket alakitanak ki egymassal [113].

Az SH3 domének altal 1étrehozott fehérje-fehérje kapcsolatok szabalyozhatoak is
lehetnek. A reverzibilis szabalyozas legtobbszor foszforilacid tutjan valdésul meg, mely
torténhet akar az SH3 domén, akar kotépartnere oldalan. A foszfatcsoport barmelyik oldalra
torténd beépiilése az eddigi irodalmi adatok alapjan nagy valdszintiséggel az SH3 domén és
prolingazdag partnere kozotti kapcsolat gyengiiléséhez, megsziinéséhez vezet [116-118]. A
prolin-gazdag régiok szerinen vagy treoninon torténd foszforilacidja mar régebb Ota ismert
[119, 120]. Az SH3 doménen beliili foszforilaciot azonban csak mostanaban kezdik
részletesebben vizsgalni. Tatarova és munkatarsai a PhosphoSite Plus adatbazisban 188 ismert
foszforilacids helyet azonositottak SH3 doméneken beliil, melyek kozott 106 tirozin volt
[116]. Ezeknek csak egy kis toredéke esetén bizonyitott, hogy valoban szabalyozd szerepiik
van. Kimutattdk példaul, hogy a Grb2 C-termindlis SH3 doménjének Bcr-Abl altali
foszforilacidja csokkenti annak kotodését az Sos fehérjéhez [121]. A CAS fehérje SH3
doménjének tirozin-foszforilacidja szintén gatolja a fehérje kapcsolodasat a fokalis adhézios
kinazhoz [122], valamint az Abil SH3 doménje is gyengébben kotédik foszforilalt allapotban
az Abl kinazhoz [123]. A regulaciéo megvalosulasanak szerkezeti alapjait azonban még jorészt
homaly fedi. Laboratériumunkban kimutattuk, hogy a Caskinl allvanyfehérje SH3
doménjének tirozin-foszforilacidja annak harmadlagos szerkezetét megvaltoztatja [124]. Bar
ennek ligandkotésre gyakorolt hatdsa még nem ismert, a foszforilaci6 mas SH3 domének

A Tks allvanyfehérjék is nagyrészt SH3 doménjeik révén hatnak kolcson mas
fehérjékkel. Tobb kotdpartneriiket sikeriilt mar azonositani. Kozéjiik tartoznak az ADAM
csaladba tartozd metalloprotedzok, melyek koziil az ADAMI1S kotését mindkét fehérje
esetében kimutattak. TksS esetében [98] az o6todik, Tks4-nél [125] a hozza legjobban
hasonlité negyedik SH3 domén kozvetiti az interakciot. A Tks5 6todik SH3 doménje az
ADAMI12 és ADAMI9 fehérjéket is képes megkdtni azok citoplazmatikus farki részén
talalhato PxxP motivuman keresztiil [98]; Tks4-nél nincs erre vonatkoz6 adat. Kimutattak mar
a Tks5 fehérje és a disztroglikan nevili laminin-kot6 sejtadhézids receptor kapcsolatat is [126].
E kolcsonhatds a Tks5 harmadik SH3 doménje és a disztroglikdn B-alegységének

intracellularis doménjében talalhatd valamelyik PxxP motivum kozott jon 1étre.
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Oszteoklasztok fuzidja soran a Tks5 IRTKS-hez (inzulin receptor tirozin kinaz
szubsztrat) is képes kapcsolddni, mely fehérje BAR doménjén keresztiil a nyulvanyok
kialakitasaban vesz részt [127]. (Ez a fehérje a Baiap2l1 gén terméke, nem azonos az IRS-1
[inzulin receptor szubsztrat 1] adapter fehérjével.) Szabalyozza a plazmamembran
olyan Tks5 konstruktokat hoztak létre, melyekben atfedden mindig két SH3 domén és a
kozottik 1évo linker régiok voltak jelen. Ezek koziil az els6-mdasodik, valamint a harmadik-
negyedik SH3 domének kototték az IRTKS-t. Ezért feltételezhetéen az IRTKS két kiilonb6zo
helyen is képes kapcsolddni a Tks5-hoz.

Aktiv, ECM-bontd podoszomak képzodéséhez sziikséges az AFAP110, a
pl90RhoGAP és a cortactin fehérjék aktivitasa is [128-130]. Gimona és munkatarsai
kimutattak, hogy mindharom fehérje a Tks5-tel — nagy valoszintiséggel allando — kompexet
képez, mely a citoplazmaban, membranhoz kozel helyezkedik el és PI3-kinaz aktivalodasat
kovetden transzlokalodik a plazmamembranba [131]. Kimutattdk, hogy a kolcsonhatas
kialakitasaért a TksS 6todik SH3 doménje felelds, ugyanakkor kisérleteikbdl nem deriil ki,
hogy ezek az interakciok kozvetlenek vagy kozvetettek. A Tksb-tel podoszomakba egyiitt
toborzddo fehérjéket a Tks5 mesterségesen rossz helyre irdnyitasaval vizsgaltdk. Az 6todik
SH3 domén szerepét delécidos mutansok hasonld kisérleti elrendezésben valo alkalmazéasaval
mutattdk ki. A cikk diszkusszigjdban megemlitik, hogy koimmunoprecipitalni nem sikeriilt a
partnerfehérjéket, ezért a szerzOk valosziniisitik, hogy indirekt interakciorol van szo.

Az N-WASP fehérjérdl — mely az Arp2/3 komplexhez kétddve az aktin polimerizacid
meginditdsaban jatszik szerepet — kimutattdk, hogy a Tks5 mindegyik SH3 doménjéhez
kotédik [132]. Kiilonb6zé hosszusagh GST-fuziés Tks5 konstruktokat hasznalva
immunprecipitalds sordn azt tapasztaltdk, hogy az eggylittprecipitalddd6 N-WASP fehérje
mennyisége né az SH3 domének szamaval, tehadt minél tobb SH3 domén van jelen, annal
nagyobb az N-WASP kotés hatékonysaga.

Rufer és munkatarsai pedig kimutattdk, hogy a Tks5 fehérje kiilonbozé izoformai
kozott eltérés mutatkozhat a partnerkotést illetéen [72]. A fehérje rovidebb splicevariansaban
az elsé és mdasodik SH3 domén egyiittmiikddve koti az Sos és a dinamin fehérjéket.

Valosziniileg a p47°™

SH3 doménjeihez hasonldéan tugynevezett ,,szuper-SH3”-ként
miukodnek. A hosszabb valtozatban, mely a 28 aminosavas bazikus inzerciot hordozza a két
SH3 domén kozott (lasd: 4. abra), a kolcsonhatas affinitasa gyengiil Sos esetében, a dinamin-

kotés pedig meg is sziinik.
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A Tks fehérjék egyéb, nem SH3 doménjeik altal kozvetitett kdlcsonhatasairdl és azok

esetleges biologiai jelentdségérdl a kovetkezo fejezetben ejtek szot.

3.4. A Tks5 és Tks4 fehérjék szerepe élettani folyamatokban

A TksS5 és Tks4 fehérjék nem csupén passziv allvanyfehérjék, hanem a jelatviteli utak

aktiv résztvevoi, melyre szamos, kiilonboz6 biologiai folyamatban leirt szerepiik is utal.

3.4.1. Podoszémak/invadopodiumok képzodése

A Tks5 és Tks4 fehérjék legtobbet vizsgalt funkcidja a podoszoémak és
invadopddiumok kialakitdsdban jatszott szerepiik. A podoszomék és invadopodiumok a
plazmamembran aktinban gazdag, dinamikus kitiiremkedései, melyek a sejtek ventralis
felszinén jonnek létre és szerepikk a sejtek rogzitése, valamint az extracellularis matrix
figyelte meg 1980-ban, hogy ha embrionalis csirke fibroblasztokat onkogén Src-t tartalmazo
Rous szarkoma virussal (RSV) fertdztek, a vinculin és az a-actinin sejtvazfehérjék a fokalis
adhéziokbol kor alaka csoportokba helyezddtek at, melyeket Ok rozettdknak neveztek el
[134]. A podoszoéma elnevezés 6t évvel kés6bbrél szarmazik, amikor Tarone és munkatarsai
kimutattak, hogy e fehérjék a ventralis sejtmembran aktint és tirozinon foszforilalt fehérjeket
is tartalmazo kitiiremkedéseiben talalhatok [135]. Ok nevezték el e strukturakat sejtes labnak,
vagyis podoszomanak. Par évvel késébb megfigyelték azt is, hogy ezek a nyllvanyok az
extracellularis matrixot bontani képesek, ezért ezt az adhézids és degradativ képességii
struktarat invadopodiumnak nevezték el [136, 137]. Az ezt kdvetd években szamos egyéb
sejttipusban irtak le ezen allabszeri nyulvanyok jelenlétét, beleértve az oszteoklasztokat,
makrofagokat, dendritikus sejteket, vaszkularis endotelialis sejteket, simaizomsejteket,
valamint a mioblasztokat [126, 138-143].

A két elnevezést sok cikkben szinonimaként hasznaljdk, habar az elfogadott
terminologia szerint podoszomanak nevezik a normal, fiziologias koriilmények kozott is
migraciora képes sejtek nytlvanyait, mig invadopoédiumnak a rakos sejtek hasonld strukturait
[133]. Arrdl, hogy ez a két kifejezés ténylegesen kiilonb6z6 struktarakat takar-e, megoszlanak
a vélemények. Mindamellett, hogy altalanos felépitésiikben és funkcidjukban hasonloak,
morfoldgiai és molekularis kiilonbségeket mar jegyeztek fel roluk. Az egyik f6 szerkezeti

eltérés, hogy a podoszomakra jellemzd egy integrinekbdl és integrin-asszocidlt fehérjékbdl
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allo adhézios gylrli mely az aktinban gazdag kozponti részt veszi koriil (9. abra), mig az
invadopodiumokban ez a gylirii-szerkezet hianyzik [144].

Mind podoszomakban, mind invadopodiumokban kimutattdk szamos, az
aktin-citoszkeletont szabalyoz6 fehérje jelenlétét. Ilyenek példaul az 1) aktin-szalak
nukledcidjara képes forminok, valamint az elagaz6d6d aktin-haldzatok képzddéséhez
nélkiilozhetetlen Arp2/3 komplex, az 6t aktivalni képes WASP, N-WASP, WIP és cortactin
fehérjékkel egyiitt [145]. Tartalmaznak még aktinkotd fehérjéket (tropomyosin, coronin),
aktin filamentumokat keresztkotd fehérjéket (a-actinin, caldesmon), adhézidés molekuldkat
(vinculin, zyxin) valamint kinazokat (Abl, Src, Pyk2) és GTPazokat (Rho, Cdc42, dynamin) is
[143].

vinculin

. paxillin | talin s

Src —¢ - . Arp2i3
L W— g-actinin komplex

— — WASP
integrin @& — Cdc42

podoszoma

10 um gylird struktura kozponti mag
b integrinek & f-aktin &
asszoc. fehérjék asszoc. fehérjék

9. abra — A podoszomak szerkezeti felépitése. A bal alsé dbran egy human makrofag konfokalis 1ézer szkenning
mikroszképos képe lathato, f-aktin jeldléssel. A vilagitd pontok egy-egy podoszomanak felelnek meg. A jobb
alsé kép egy podoszoma sematikus rajzat mutatja. A plazmamembrant fekete vonal jelképezi. A jobb felsé
panel részletesen mutatja a podoszémak kdzponti részének és gy(ir(i struktdrajanak molekularis felépitését. Az
extracellularis matrixhoz (ECM) kapcsolddds az integrineken keresztiil valésul meg. A paxillin allvanyfehérjeként
mikodik, szerepe az Src-t is tartalmazé intracelluldris fehérjekomplex egyltt tartdsa. A komplexet a vinculin,
talin és a-actinin fehérjék kapcsoljdk az f-aktinoz. A kdzponti mag legnagyobb részét az aktinszalak teszik ki,
melyek képz&déséért a Cdc4?2 altal aktivalt WASP/N-WASP fehérjék és az Arp2/3 komplex a felelGsek. Forras:
[146]

Az extracellularis matrix bontasaban kiilonb6z6 csaladokba tartozo proteazok vesznek

részt. Ilyenek a cink kofaktorral rendelkez6 metalloproteazok k6zé tartozo MMP2, MMP9,
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MT1-MMP ¢és az ADAM csalad tagjai, a katepszin nevi cisztein protedz vagy a szerin
protedzokhoz tartozo szepraz €s urokinaz plazminogén aktivator (UPAR) [145].

Szamos tanulmany kimutatta, hogy normal ¢s rdkos sejtekben a podoszoémak vagy
invadopodiumok képzddését kiilonbozo novekedési faktorok — mint a PDGF, TGFp és az
EGF — indukaljak [128, 147, 148]. Ujabban leirtdk a reaktiv oxigén gyokok (ROS) [149, 150]
¢s integrin jelatvitel altali [151] képzddésiiket és mikroRNS-eken keresztiili szabalyozasukat
[152, 153] is.

Tobb morfolégiai kiilonbséget is megfigyeltek a podoszémak ¢és invadopodiumok
kozott. Az invadopodiumok szélesebbek, valamint tavolabb nyulnak az extracellularis
matrixban és orakig stabilak, mely magyarazatul szolgal a rakos sejtek fokozottabb degradativ
képességére [154]. Ezzel szemben a podoszomak rovidebb nytlvanyai sokkal gyorsabban
cserélédnek vagy tlinnek el, életidejiik percekben mérhet6. Ugyanakkor a sejtekben a
podoszomak szama joval nagyobb, mint az invadopddiumoké [145]. Mindazonaltal még nem
tisztazott, hogy ezek a kiilonbségek valddiak, vagy a normal és rdkos sejtek tenyésztési
koriilményeinek kiilonbségeibdl adodnak [155].

A morfologiai kiilonbségek mellett molekularis eltéréseket is talaltak mar. Részben
kiilonb6z6é fehérjék vesznek ugyanis részt az aktin vaz szabalyozasdban podoszomak ¢és
invadopodiumok esetén [132, 156]. Az N-WASP/WASP aktivacioban szerepet jatszo Nck1 és
Grb2 adapter fehérjék lokalizacidos mintazatat vizsgalva talaltak eltérést [157]. Az Nck
specifikusan invadopodiumokban lokalizalodik, viszont nem kimutathaté a makrofagokban
kialakulo podoszomakban vagy Src-transzformalt fibroblasztokban Iétrejové degradativ
struktirakban. Ezzel szemben a Grb2 az Src-transzformalt fibroblasztok nyulvanyaiban
talalhatd meg, ¢€s nincsen jelen sem az invadopodiumokban, sem a makrofagok
podoszomaiban [157]. Itt meg kell jegyezni, hogy a cikk ir6i az Src-transzformalt
fibroblasztok  ventralis  felszinén  kialakulé  struktardkat a  podoszomaktol  és
invadopddiumoktol is eltéronek tartjak.

Mivel Sara Courtneidge munkacsoportja irta le elészor a Tks5 fehérjét, mint az Src
kinaz szubsztratjat [3], nem meglepd modon hamar vizsgalni kezdték a fehérje lokalizaciojat
¢és az Src altali foszforilacio szerepét. Azt talaltdk, hogy a nyugvo sejtekben citoplazmatikus
elhelyezkedést mutatd fehérje Src-transzformalt fibroblasztokban a podoszémakba
lokalizalodik [98]. Ehhez a PX domén megléte egyértelmiien sziikséges, ugyanis a PX domén
hianyos fehérje podoszomakba transzlokilodasa elmarad. Erdekes modon, a Tks5 PX
doménje dnmagaban pontszerii eloszlast mutat a sejten beliil, ami a korai endoszémakhoz

valo kapcsolodast jelenti. Az endoszoOmamembran nagy szamban hordoz PI3P-t [158],
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melyhez a PX domén in vitro vizsgalatok alapjan kotédik. Ezért valoszinisithetd, hogy
nyugvé allapotban a teljes hosszisagu fehérje PX doménje nem tud kapcsolatot kialakitani
lipidekkel és/vagy fehérjékkel. Elképzelhetd, hogy hasonld folyamat jatszodik le, mint a mar
emlitett p47°"™ fehérje esetében [82] (lasd: PX domén fejezet), azaz a PX domén és a
masodik SH3 domén (esetleg a harmadik SH3 domén; lasd:[98]) kozott kialakulé molekulan
beliili kolcsonhatas zart allapotban tartja a fehérjét, ezért az képtelen a membranhoz kotédni.

Egyeldre nyitott kérdés, hogy ez az intramolekuléris kapcsolat minek hatdséra sziinik meg.

A

kontroll Tks5 csendesitett

10. abra — A Tks5 fehérje szerepe a podoszéma képzédésben (A) A Tks5 Src-vel transzformalt sejtekben
podoszémakba lokalizalddik. A Tks5-6t specifikus ellenanyaggal, az aktin-citoszkeletont pedig TRITC-falloidinnel
festették. Forras: [98] (B) Tks5 csendesitett Src-3T3 sejtvonalban nem jelennek meg podoszémak, szemben az
siRNS-t nem tartalmazd, kontroll sejtvonallal. Mindkét adbran a sejtek aktin-citoszkeletonja lett megfestve
TRITC-falloidinel. Forras: [4]

Késébb kimutattak, hogy a Tks5 nem csak jelen van, de szikséges is a
podoszomak/invadopddiumok kialakulasahoz, az extracellularis matrix bontasahoz és a sejtek
invaziv viselkedéséhez szamos human rakos sejtvonal valamint Src-vel transzformalt egér
fibroblasztok esetében [4]. Ha a Tks5-6t siRNS-el csendesitették Src-transzformalt sejtekben
a podoszoma formalodas és a matrixbontas elmaradt, a sejtek invazivitasa csdkkent (10. és
11. abra). Ha pedig Tks5-6t nem tartalmazé sejtekben kifejeztették a fehérjét (aktiv Src-vel
egyiitt), podoszoma fejlédést tapasztaltak [4]. A matrixbontast fluoreszcensen jeldlt zselatin

rétegre Ultetett sejtekkel vizsgaljak [159]. A degradacié — mikroszkopban nézve — a zselatin
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rétegben megjelend fekete lyukakként jelentkezik (11. abra). A sejtek mozgasat, invaziv
képességét Boyden-kamraval tesztelték. A kamraban a sejteknek egy lyukacsos membranon
kellett atjutniuk szérum-gradiens iranyaba. Ez az egyszerl elrendezés a sejtmozgast teszteli,
melyben nem figyeltek meg jelent6s kiilonbséget a Tks5 csendesitett és a kontroll sejtek
kozott. Ugyanakkor, ha a Boyden-kamra lyukacsos membranja folé egy extracellularis matrix
elemekbdl allo gélt (tin. Matrigel™-t) rétegeztek, mar egyértelmiien lassabbak voltak a Tks5
csendesitett sejtek. Az ezen vald atjutashoz ugyanis méar a matrixot bontd protedzokra is

sziikség van [4]. Ugy tiinik tehat, hogy a Tks5 jelenléte elsésorban a matrix lebontasahoz

. .--
Tks5
csendesitett

11. abra — Az extracellularis matrix-bontas vizsgalata fluoreszcensen jel6lt zselatinrétegre iiltetett sejtekkel.
A lebontott zselatin a mikroszkdpos képen fekete lyukakként jelenik meg. A felsé sorban, kontrollként, aktiv
Src-vel transzformalt NIH3T3 sejteket Ultettek a zselatinrétegre. Az alsé sorban e sejtvonal Tks5-csendesitett
klénjait alkalmaztak. A Tks5-6t tartalmazo sejtek (kontroll) képesek voltak a zselatin bontdsara, a Tks5-tel nem
rendelkezd sejteknél (Tks5 csendesitett) ez a képesség elveszett. Kékkel a sejtmagokat festették meg.
Forras: [4]

sziikséges.

Mivel SZamos emberi daganatos sejtvonalban  megfigyletek = mar
podoszomakat/invadopddiumokat, és jelenlétik az invazivitds mértékével In vitro
Osszefliggést mutatott [4, 160-162], ezért a Tks5 jelenlétét és szerepét rakos sejtvonalakon és
emberi tumor mintdkon 1is elkezdték vizsgalni. Azt taldltdk, hogy az invazivabb
sejtvonalakban a Tks5 szintje nagyobb, mint a kevésbé invaziv sejteknél [4]. SiRNS-el
torténd csendesitéssel Osszekotott Boyden kamras mérésekkel bizonyitottak, hogy a
fehérjének ténylegesen szerepe van az invazidban [4].

Az attét képzodés vizsgalata Tks5-hidnyos és vad tipusu sejteknél azonban meglepd
eredményt mutatott. Az immunhianyos, Un. ,,meztelen egerek” farokvénajaba fecskendezett
Tks5 csendesitett és kontroll Src-3T3 sejtek altal tlidodben létrehozott mikrometasztazisok
szama kozOtt ugyanis nem volt szignifikdns kiilonbség, ami arra utal, hogy ezeknek a

sejteknek nincs sziikségiik podoszomakra a vérerek elhagyasdhoz és a szoveti invazidohoz
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[163]. Habar lehetséges, hogy ez a podoszoma-fliggetlen invazio csak a tiidé kiilonleges
szovetének — az artéridkat és a tiidé alveolusokat csak egy viszonylag vékony réteg valasztja
el [164] - koszonhetd. Az egereket agyéktajon beoltva azonban a képz6dott bor alatti tumorok
mérete Tks5 csendesitett sejtek esetén joval kisebb, mint a kontroll sejtek altal 1étrehozott
daganatok nagysaga. Mivel a Tks5 csendesitése a kutatocsoport eredményei szerint a
sejtosztodas sebességét és az apoptozist nem befolydsolta, a tumorok erezettsége azonban
gyengébb volt a Tks5 csendesitett sejtekkel oltott csoportban, a szerzék a rosszabb vérellatast
tartjak a korlatozott daganatndvekedés valoszinii okanak [163].

Egy masik kutatocsoport azonban eltérd eredményt kapott a Tks5 attétképzésben
betoltott szerepére. Onkogén Ras fehérjével transzformalt human emldsejtekben
csendesitették a Tks5-6t, és ezeket a sejteket az immunhidnyos egerek bore ala tiltették. Azt
talaltak, hogy Tks5 hianyaban csokken a tiidében a metasztazisok szama [165].

Prosztata tumorokbdl szarmazd mintdk €s invaziv prosztata rakos sejtvonalak esetében
is emelkedett Tks5 expresszios szintet és aktivalodott Src kinazt talaltak [166]. A vizsgalt
sejtvonalakon azt is kimutattak, hogy a fehérje 557-es és 619-es tirozinjainak Src altali
foszforilacigja sziikséges az invadopddiumokon keresztiili matrix degradécidhoz ¢és
invaziodhoz.

A Tks5 kiemelkedd jelentOségére utal prognosztikai markerként torténd alkalmazasa.
Pozitiv Osszefiiggést talaltak példaul gliomak esetében a Tks5 jelenléte és a csokkent tulélés
kozott [167]. Hasonloan, tiidé6 adenokarcindmakban is kimutattak korrelaciot a Tks5
megndvekedett expresszidja és a daganatok attétképzd képessége kozott, mely eldrevetiti a
betegek rosszabb talélési esélyeit [168]. A kutatocsoport eredményei szerint a
nem-metasztatizald, primer tumorsejtek a Tks5 rovidebb — PX domén nélkiili (lasd: 3.3 A
TksS és Tks4 fehérjék szerkezete) — izoformajat expresszaljak nagyobb mennyiségben, mig az
attétképz0 primer tumorsejtekben, valamint az attétekbdl szarmazo sejtekben a teljes
hosszisagh Tks5 expresszidja megemelkedett. A rovidebb izoformat a hosszii valtozat
természetes domindns negativ inhibitoranak tartjak, ugyanis eredményeik szerint csokkenti az
invadopodiumok stabilitasat és a proteolizist [168].

Az irodalmi adatok alapjan tehat elmondhat6, hogy a Tks5 fontos szerepet jatszik a
podoszomak és invadopodiumok kialakulasaban és mitkodésében. Pontos feladatarol azonban
még hianyosak az ismereteink. Mivel a fehérjének nincs katalitikus aktivitasa, ezért funkcidjat
minden bizonnyal mas fehérjék megkotésén, egyiitt tartasan keresztiil tolti be. Igy
kotépartnereinek azonositasa az elsddleges c€l, melyrél mar tobb adat is rendelkezésre all a

szakirodalomban. Az eddig azonositott partnerfehérjéket az 1. tablazatban foglaltam ossze.
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Els6ként az ADAM csalad egyes tagjaival (ADAM12, ADAMI15, ADAM19) mutattak Ki
kapcsolatot; a Tks5 6todik SH3 doménjével az ADAM fehérjék citoplazmikus farkédhoz
kotoédik [98]. Ezek a fehérjék a cink proteazok kozé tartozo, tobb doménbdl felépiild
transzmembran fehérjék. Neviiket két legjelentésebb doménjiikrél kaptak, melyek a
diszintegrin és metalloproteinaz domének (A Disintegrin And Metalloproteinase) [169].
Fontos szerepet jatszanak szdmos kiilonbozo sejtfolyamatban, beleértve a megtermékenyitést,
,sheddase”-ként mikodnek, azaz transzmembran fehérjék — példaul kiillonbozé ndvekedési
faktorok ¢és citokinek — extracellularis részeit képesek hasitani, felszabaditva ezzel az aktiv
ektodoméneket a sejtfelszinrdl [170-173]. Ilyen folyamatot irtak le példaul TNFa [174, 175]
¢és receptora [175], heparin-k6t6 EGF (HB-EGF) [176], vagy HER4/erbB4 receptor [177]
esetében. A felszabaduld citokinek és novekedési faktorok kifejthetik hatasukat ugyanazon
vagy a szomszédos sejteken, vagy akar joval tdvolabb is.

Mindhérom Tks5-h6z kapcsolodd ADAM fehérje citoplazmatikus farki részén PxxP
motivumokat hordoz [170], melyekhez tobb, podoszomak kialakulasaban fontosnak talalt
jelatviteli fehérje is kotodni képes. ADAMI2 esetében a Grb2-vel, PI13-kinazzal, a-actininnel
¢és Src-vel valo interakciot irtak mar le [178-180]. Az ADAMI1S5 szintén a Grb2-hoz, valamint
az endofilin 1-hez, az SH3PX1-hez és az Src kinaz csalad tagjaihoz képes kapcsolodni [181,
182]. Valosziniisithetd, hogy egy ilyen motivumon keresztiil kotédnek a Tks5 SH3
doménjéhez is.

Az ADAM fehérjék podoszomak/invadopddiumok képzésében betdltott pontos
funkcidja még nem ismert, jollehet szamos rakos sejt esetében irtdk mar le megndvekedett
expresszidjukat [183-186]. Gyanithato, hogy extracellularis doménjeik részt vesznek egyes
matrixfehérjék bontasaban vagy a sejtadhézioban, emellett citoplazmatikus résziiknek is —
allvanyfehérjéhez hasonld viselkedésiik miatt — egyre nagyobb jelentéséget tulajdonitanak.

A Tks5 egy masik azonositott kotopartnere a Grb2 adapter fehérje, mely N-terminalis
SH3 doménjével kapcsolodik a TksS valamelyik prolin-gazdag motivumahoz [132].
Valoszintsithetd, hogy a Grb2-nek szerepe van a podoszomak kialakulasaban, mivel Src-vel
transzformalt sejtekben csendesitése gatolja e sejtnyulvanyok kialakulasat, valamint a matrix
bontasat. A Tks5-Grb2 komplex kialakulasahoz az Src aktivitasa sziikséges, ugyanis csak Src-
vel transzformalt sejtekben volt koimmunoprecipitaciéval kimutathato a Grb2 és a Tks5
kapcsolata. E16 sejteket vizsgalva tgy talaltdk, hogy a podoszomaék eléalakjaiban el8szor a
Grb2 jelenik meg és csak azutan a Tks5. E megfigyelést alatdmasztja, hogy Grb2 csokkent
Tks5 tartalmu sejtek esetén is ezekre az adhézios helyekre lokalizalodott [132]. Lehetséges,
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hogy a Tks5 PX doménjén kiviil a Grb2 segiti a fehérjét a membranhoz targetalasban, aktiv
Src-n keresztiil.

A dinamint is kimutattak mar, mint Tks5 partner fehérjét [132]. A Tks5 fehérje egyes
doménjeit GST-fuziés forméban termelték ¢és e fehérjékkel Src-vel transzformalt
sejtlizatumbol pull-down kisérletet végeztek. Azt talaltak, hogy a Tks5 els6 és 6todik SH3
doménje képes a dinamin kotésére [132]. Elsére nehezen illeszthetd be azonban ez a kapcsolat
a podoszoémaképzés funkcionalis hatterébe, hiszen a dinamin egy endocitozisban szerepet
jatsz6 GTPaz fehérje, de leirtdk mar szerepét az aktin sejtvdz €és a sejtmigracid
szabalyozasaban is [187, 188]. Egy lipidk6té PH doménnel és egy C-terminalis prolin gazdag
doménnel (PRD) is rendelkezik [189], igy a fehérje Tks5 SH3 doménjeivel kimutatott
interakcidja valosziniileg a prolingazdag région keresztiili kapcsolattal magyardzhatd. Egy
masik kutatocsoport szerint a dinaminkétés erdssége fliigg a Tks5 izoformajatol [72]. A
rovidebb varians — mely az elsé és masodik SH3 domén kozotti 28 aminosavas inzerciot nem
tartalmazza (lasd: 3.3 A Tks5 és Tks4 fehérjék szerkezete) — sokkal erdsebb interakciot mutat,
mint a hosszabb valtozat.

Koénnyebben belathatd egy masik kotdpartner, az N-WASP szerepe. A WASP
(Wiskott-Aldrich szindroma protein) fehérjét, mely kizarolag hematopoetikus sejtekben
expresszalodik, eredetileg a Wiskott-Aldrich szindromés betegekben mutansként
azonositottak [190]. A vele 50%-ban homoldgiat mutatd rokon fehérje az N-WASP (neuralis-
WASP), altalanosan el6fordul, de erdsebb expressziot az idegsejtekben mutat, ezért kapta a
neuralis elétagot. C-terminalis VCA doménjiikkel az Arp2/3 komplexet aktivaljak, mely aktin
polimerizacié megindulasat okozza [191, 192]. Ezen kiviil képes mas aktin-szabalyozo
fehérjék, mint a WIP és a cortactin kotésére is [193-195]. Az N-WASP-nak nem csak a
filopodiumoknak nevezett vékony, aktin-gazdag sejtnytlvanyok kialakitdsdban van szerepe
[192], hanem a podoszoémak és invadopodiumok 1étrejottében is. Ugyanis a fehérje dominans
negativ formainak kifejezése [196] és génjének csendesitése [156] egyarant gatolja a
podoszémak kialakulasat. A Tks5 és az N-WASP kozotti kapcsolat Src-tdl fiiggetlen, és —
»Az SH3 domén” fejezetben emlitett eredmények alapjan — az dallvanyfehérje SH3
doménjeinek barmelyike kozvetitheti [132].

A disztroglikan szerepét mioblasztok podoszomaképzésében is leirtak, igy Tks5-tel
kimutatott kapcsolata is konnyen értelmezheté [126]. A disztroglikan egy transzmembran,
adhézids receptor, melynek két alegysége van. Az a-alegység koti a laminint, mely az
extracellularis matrix egyik alkotoeleme, mig a P-alegység szdmos aktin-kotd fehérjén

keresztiill a sejtvazhoz kapcsolodik. A Tks5 harmadik SH3 doménjével szintén a
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B-alegységhez kotddik. Erdekes modon az interakcio kialakulasahoz sziikséges a disztroglikan
890-es tirozinjanak Src altali foszforilacidja. A foszforilaciot kovetéen az Src SH2
doménjével kapcsolodik is a disztroglikanhoz. Az igy 1étrejovo disztroglikan-Src komplex a
Tksb-tel is kdlcsonhatasba 1ép, mely az allvanyfehérje foszforilacidjahoz vezet. Ezaltal ez az
egész komplex részt vesz a podoszoma Osszeszerelddés folyamataban [126].

A Tks5 fehérjét az Nck adapter fehérjével kolesonhatasban is kimutattak mar [70]. Az
Nck SH2 doménjével kapcsolodik a tirozinon foszforilalt Tks5-hoz; az interakcid feltétele a
Tks5 Src altali foszforilacidja. Tyr — Phe mutans fehérjék vizsgalataval bizonyitottak, hogy a
kolcsonhatdsban részt vevO tirozin az 558-as pozicioban foglal helyet. Konfokalis
mikroszkopiaval pedig azt is kimutattdk, hogy az Nck csak akkor lokalizalodik az
invadopddiumokba, ha a Tks5 ezen a helyen foszforilalva van. Az Nck invadopddium-
képzésben betoltott szerepére utal az a megfigyelés is, hogy az Nck csendesitése csokkenti,
Osszeszerel6dését e sejtnyulvanyokban [70]. Habar pontos funkcidja nem ismert, ezen

eredmények mindenképpen Osszhangban vannak az Nck-rol mar kimutatott, az

aktin-citoszkeleton szabalyozasban betoltott szerepével [197].

ADAM15 otodik SH3 domén [98]
ADAM12 otodik SH3 domén [98]
ADAM19 otodik SH3 domén [98]
disztroglikdn harmadik SH3 domén [126]
IRTKS SH3 domén (?) [127]
AFAP110 otodik SH3 domén feltételezhet6- [131]
p190RhoGAP 6tddik SH3 domén en indirekt [131]
cortactin 6todik SH3 domén interakcio [131]
N-WASP mindegyik SH3 domén [132]
Sos els6 és masodik SH3 domén tandemSH3 ? [72]
dinamin els6 és masodik SH3 domén tandemSH3 ? [72]
Grb2 prolingazdag motivum [132]
Nck 558-as foszfotirozin [70]
p22°hex elsé és masodik SH3 domén tandemSH3 ? [150]
NoxA1l mindegyik SH3 domén [198, 199]

1. tablazat — A Tks5 fehérje kélcsonhaté partnerei. A tablazatban a Tks5 fehérje eddig kimutatott kotGparnerei
vannak feltiinteve, a Tks5 kot6helyének megjeldlésével.

A Tks4

fehérjérol

joval  kevesebb

informacio

all

rendelkezésre

a

podoszomakkal/invadopodiumokkal kapcsolatban. Src-vel transzformalt sejtekben tobb
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Sara Courtneidge laborjaban Tks4-hianyos egérb6l szarmazd, Src-vel transzformalt
embrionalis fibroblasztokon vizsgaltak a Tks4 szerepét [2]. Azt talaltak, hogy Tks4 hianyaban
nem képzddnek funkcidképes podoszémak. Ez azt jelenti, hogy bar a Tks5, cortactin, vinculin
¢és foszfotirozin kimutathato volt a sejtek ventralis oldalan, pontszeriien, de ezek a képletek
alacsony aktintartalmuak voltak és a matrix bontasara sem voltak képesek. A Tks4 ujboli
expresszaltatdsa ezekben a sejtekben helyreallitotta mind a megfeleld podoszomaképzddést,
ezekben a sejtekben csak a podoszoma-kezdemények aktintartalmat allitotta helyre,
zselatinbontd képességiiket azonban nem. Rdéadasul Tks4 hidnydban az MTI1-MMP
(membran-tipust matrix metalloproteinaz) is hianyzott a podoszoma-kezdeményekbdl. Ezek
az eredmények arra utalnak, hogy a Tks4 ¢és Tks5 fehérjék funkcidja atfedd, de nem azonos,
¢s a Tks4-nek az érett, funkcioképes podoszémak Ilétrehozasaban, az MT1-MMP
toborzasaban és a matrixbontasban van szerepe [2].

Osszegezve eddigi ismereteinket a podoszomaék kialakulasanak mechanizmusarol és a
Tks fehérjék szerepér6l, az alabbi szekvencialis folyamat irhat6 fel. A
podoszémak/invadopddiumok kialakulasat az integrineken keresztiili sejtadhézio is
inicidlhatja vagy kiilonb6z6 — PDGF, TGFB, EGF — novekedési faktor szignalok
kezdeményezik [128, 147, 148, 151]. Tirozin kinaz receptor aktivacié hatasara a c-Src kinaz
aktivalodik és foszforilalja szubsztratjait; a Tks fehérjéket, cortactint, N-WASP-ot, FAK-ot és
mas egyéb jelatviteli molekulakat [200]. Egy tanulmany szerint a podoszéma prekurzor
kialakulasanak e pontjan a Tks fehérjék koziil a Tks5-nek van jelentds szerepe [132]. A Tks5
a plazmamembranhoz toborzédik €s ott PX doménjével a membranban talalhaté foszfatidil-
inozitol-3-foszfathoz ~ (PI3P) és  3,4-biszfoszfathoz  (PI3,4P,)  kapcsolodik. A
podoszomafejlddés kdvetkezd 1épéseként a Grb2 adapter fehérje kotddik a Tks5-hoz, és az igy
kialakulé Tks5/Grb2 komplex egyiittmiikddve a végsd podoszéma érési 1épéshez sziikséges
fehérjéket magahoz toborozza. Az egyik legfontosabb ilyen fehérje az N-WASP, melyrdl
kimutattak, hogy kotddik a TksS5 allvanyfehérjéhez. Ehhez az interakciohoz a Tks5 mind az 6t
SH3 doménje sziikséges [132]. Az N-WASP aktivacio és az Arp2/3 N-WASP-hoz
kapcsolodasanak hatasara az uj aktin filamentumok polimerizacioja megindulhat [201]. Ezek
az ujonnan szintetizalodott aktinszalak lehetdvé teszik a sejtek alakjdnak megvaltozasat illetve
a podoszomak kitiiremkedését [133]. Ek6zben a masik Tks fehérje, a Tks4 Src kinaz hatasara
foszforilalodik és a fejlddé podoszoma helyére toborzodik, ahol a kitliremkedd membran

¢léhez lokalizdlja a matrix metalloproteazokat és lehetévé teszi az MT1-MMP aktivalodasat
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[2]. A podoszomaképzés folyamatanak végére az aktin filamentumok atszervezddtek, az ECM

bontasban részt vevo protedzok csoportosultak, és igy a sejt migraciora képessé valt.

3.4.2. Oxidativ folyamatok szabalyozasa

A Tks fehérjék az oxidativ folyamatok szabalyozasaban is részt vehetnek, mely a
NADPH oxidazok kozé tartozé Phox fehérjecsalad tagjaihoz hasonld szerkezeti felépitésiik
miatt nem is meglepd.

Reaktiv oxigén gyokok (angolul: ROS) (elsésorban szuperoxidok és peroxidok)
szamos utvonalon képzddhetnek [202], melyek koziil az egyik legjelentésebb a NADPH
oxidaz rendszer altali ROS képzés [203-205]. Az aktiv NADPH-oxidaz enzim komplex
szamos alegységbdl tevodik Ossze (12. abra). A katalitikus aktivitasért felel6s alegységek - a
molekulatdmegiikr6l elnevezett, enzimaktivitassal rendelkezé gp91P"™ (masnéven Nox2)
glikoprotein [206, 207] és a stabilizalasban és szabalyozasban szerepet jatszo p22P"™ fehérje
[208] - allanddan jelen vannak a neutrofil granulocitak sejtmembranjaban. Fagocitozis esetén
pedig bekeriilnek a baktériumot koriiloleld fagoszomaba [205]. Ez a két alegység hiaba
rendelkezik a katalizishez sziikséges valamennyi kofaktorral és doménnel, komplexiik
onmagaban még teljesen inaktiv. Csak a szabalyozo alegységek jelenlétében képes
aktivalodni. A harom citoplazmatikus regulator alegység nem mas, mint a szintén
molekulatomegiikrél elnevezett p67°", p47P"* [209, 210] és a kés@bb felfedezett p40P"™
[211], melyek nyugalmi allapotban, a membrantdl tavol is egymashoz kapcsolodnak. Ezen
felil a Racl és Rac2 kisGTPaz fehérjék is szerepet jatszanak a szabalyozasban [212, 213].
Baktériumok altali sejtaktivacid hatasara a p47°"™ foszforilalodik, ami az autoinhibitoros
konformaci6 felbomléasat okozza [214, 215]. Ennek koszonhetden a p40P"™, pd7P"™* p67P"o
¢s Rac2-bdl allo komplex a membranhoz transzlokaloédik, ahol a Nox2-hoz kapcsolodva
bekapcsoljak a NADPH-oxidaz enzimet. A NADPH oxidacidja soran a levalasztott
hidrogéneket a FAD veszi at. A protonok ezutan felszabadulnak, az elektronok pedig a
membranon atjutva a molekularis oxigént szuperoxidda redukaljak [205].

Noha az eldbbiekben vazolt NADPH-oxidaz (Nox2) a neutrofil granulocitak
mitkddésében tolt be kritikus szerepet, az emberi szervezetben valdjaban szamos kiilonbo6zo,
egymassal rokon NADPH oxidaz enzim Iétezik (Nox1, Nox2, Nox3, Nox4, Nox5). Ezek
¢lettani szerepe rendkiviil sokoldal [203, 205]. A Nox1 enzim a legkiilonb6z6bb szovetekben
fejezddik ki, és a szuperoxidok termelése révén fontos szerepet tolt be példaul a keringés
szabalyozasaban. A sejtek invadopodiumaiban jelenik meg. A Nox3 a belsé fiilben a

"hallokovecskék" képzddéséhez jarul hozza, mig a Nox4 a vese élettandban jatszik fontos
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szerepet. A Nox fehérjék tavoli rokonsagaba tartozoé Duox (dual oxidase) enzimek (Duox1 és
Duox2) a pajzsmirigyben expresszalodva a tiroid hormonok bioszintézisében vesznek részt
[216-219]. Az &sszes Nox enzim, a Nox5 kivételével ugyanazon p22P" alegységhez
kapcsolodik, €és a szabalyozasukban is sok a hasonlatossag. Vannak persze bizonyos eltérések
is, méghozzé a szabalyozé alegységekben: a Nox1 enzim példaul a p67°"™ (NoxA2) helyett
annak kozeli rokonaval, a NoxAl-gyel kapcsolodik, és milkodését nem a p47°"™ (NoxO2),
hanem a rokon NoxO1 szabalyozza. Mivel a NoxO1 szerkezetébdl hianyzik az autoinhibitor
elem, igy ezen enzimkomplex valamivel hajlamosabb lesz arra, hogy 6nmagéban is bizonyos

alapszintii aktivitast mutasson [220-222].

Cytochrome b558

20, 20; H,O,

\

.

12. dbra — A NADPH-oxidaz enzim kompex felépitésének és miikodésének sematikus rajza. Forras:
[https://www.caymanchem.com/app/template/Article.vm/article/2126/figure/1]

A NADPH oxiddz enzimek Kkatalitikus alegységeinek ilyen fokl valtozatossaga
magyarazatul szolgalhat azokra a kisérletes adatokra, melyek szerint a Tks5 és a Tks4
fehérjek is képesek a nekik megfelel6 NADPH-oxidaz komplexek Osszeszerelésére. Példaul a
Tks5 és a Tks4 egyarant kapcsolodik a NoxAl-hez, igy a Noxl és a Nox3 alkotta
enzimrendszer szabalyozasaban vesznek részt [198, 199, 223]. Ehhez az interakcidhoz
valosziniileg a fehérjék mindegyik SH3 doménje sziikséges, ugyanis Tks5 esetében
kimutattak, hogy az egyes SH3-ak, valamint az els§ és mdasodik SH3 domén egyiittes
elrontasa nem csokkentette a NoxAl-hez valo kotodést, és a ROS termelést, szemben az
Osszes SH3 pontmutacioval torténd elrontasaval [198]. Az SH3-ak nagy valdsziniliséggel a
hianyos Tks5 a NoxAl-hez valé kotédés képességét megtartotta, viszont a reaktiv
oxigénszarmazékok képzédése elmaradt [198]. Ugy tiinik tehat, hogy a Tks fehérjék PX

doménjiikkel - p47°"™-hoz hasonléan - a regulator komplex membranhoz kétésében vesznek
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részt. A Tks5 fehérjét a p22P"™ alegységgel komplexben is kimutattdk [150]. A kdlcsonhatés
valosziniileg a Tks5 elsd két SH3 doménje valamint a p22P" prolingazdag régidja kozott jon
létre, melyre  kiillonb6zé6  pontmutdnsok  koimmunoprecipitdciés  eredményeibdl
kovetkeztetnek. Létezd funkcionalis kapcsolatra utal tobbek kozott az is, hogy kiilonbozd
sejtes rendszerekben kimutattdk mind Tks5, mind Tks4 esetében, hogy a géncsendesités
csokkenti, a fehérjék fokozott expresszidja pedig noveli a reaktiv oxigénszdrmazékok
termelését [150, 198, 223].

A reaktiv oxigén gyokok nagy valoszinliséggel szerepet jatszanak a podoszémak és
invadopodiumok képzddésében, mivel antioxidans hatdsara az invadopddiumok szdma
csokkent [150]. Ez az eredmény ravilagit a Tks fehérjék esetleges komplex szerepére;
lehetséges, hogy a podoszomak/invadopoédiumok képzésében valamint a ROS termelésben
betoltott szereplik nem fliggetlen egymastol. Erre utal az az eredmény is, miszerint a Nox1
fehérje — melynek Tks fehérjék altali szabalyozasat leirtak - DLD1 sejtekben az
invadopodiumokba lokalizalodik [198]. Ha a Nox1-et siRNS-el csendesitették, nemcsak a
reaktiv oxigén szarmazékok termelése, de az invadopoédiumok képzodése és az ECM
degradacio is csokkent. Ha pedig egy masik szabalyozo alegységet (NoxO1) expresszaltak a
sejtekben, mely kompetal az endogén Tks4-el, az invadopodium-képz6dés szintén jelentdsen
csokkent, a ROS képzddés pedig athelyezodott [198]. Azt, hogy a rakos sejtek invazivitasa
korrelal a ROS termeléssel, a Tks fehérjék vizsgalatatol fliggetleniil is kimutattak mar [224],
de ennek okara nem adtak magyardzatot. Ezen eredmények alapjan nem jelentheté ki még
biztosan, hogy a Tks fehérjék részt vesznek a podoszomalis ROS képzés szabalyozasaban.
Lehetséges, hogy a lokalisan képzddott oxigénszarmazékok — masféle szabalyozas alatt allva -
a Tks fehérjék miikodésére vannak hatassal.

Megjegyzendd azonban, hogy az dsszes, Tks fehérjék NADPH oxidaz szabalyozasaval
kapcsolatos kisérletes eredmény egy kutatocsoporttdl szarmazik. Veliik ellentétben, Geiszt
Miklés és munkatarsainak eredményei szerint a Tks4 nem képes a NADPH oxiddzok

szabalyozasara [ Geiszt Miklos munkacsoportjdnak nem kozolt eredménye].

3.4.3. Sejtdifferenciacio szabalyozasa

A Tks fehérjékrél azt i1s kimutattdk, hogy részt vesznek bizonyos sejttipusok

------

szerepére vonatkozolag Hishida és munkatarsaitol szarmazik, akik leirtak, hogy a Tks4

jelenléte sziikséges az adipogenezis korai szakaszéban a sejtszdm ndveléséhez és a zsirsejt
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iranyba torténé elkotelez6déshez [73]. Az in vitro zsirsejt differenciacio kedvelt modelljét, az
egér eredetli 3T3-L1 sejtvonalat, valamint annak Tks4-csendesitett megfeleldjét hasznalva
kimutattdk, hogy a Tks4 fehérje hianya szignifikansan gyengiti az adipocita differencidciot.
Egyrészt gatolja a mitotikus klonalis expanzidt, valamint csokkenti a C/EBPB és C/EBPo
(CCAAT/enhancer-binding protein) transzkripcios faktorok szintjét. Mivel ez a tanulmany a
Tks4 részletes leirasat megel6zden sziiletett, a fehérjét funkcidja alapjan nevezték el, fad49-
nek (factor for adipocyte differentiation 49).

Az oszteoklasztok fejlodésében a Tks5 fehérje szerepét igazoltdk. A
monocita/makrofdg  sejtvonal  sejtjeivel  rokon  oszteoklaszt  prekurzorok  az
oszteoklasztogenezis folyamata soran tobbmagvu sejtekké fuziondlnak, igy létrehozva a
funkcioképes csontbontd sejteket. A sikeres fizidhoz sziikség van arra, hogy a prekurzor
sejtek podoszomakat fejlesszenek [225]. Oikawa és munkatarsai leirtak, hogy az oszteoklaszt
fejlodés soran a Tks5 expresszidja megemelkedik [69, 127]. Raadasul a Tks5 RNS-
interferenciaval torténd kititése jelentésen csokkentette a képzddott podoszomak szamat €s
megsziintette a sejtfuziot [69]. Oszteoklasztok fuzidja soran a TksS fehérje az Gjonnan leirt
IRTKS-hez (inzulin receptor tirozin kindz szubsztrat) is képes kapcsolddni, mely fehérje BAR
doménjén keresztiil a nytlvanyok kialakitdsdban vesz részt és szabalyozza a plazmamembran

A Tks5 jelenlétét és szerepét monocitak/makrofagok esetében is tesztelték [138]. A
makrofdgok a véraramban kor6z0 monocita eldalakokbdl differencidlédnak patogének
megjelenése vagy szoveti sériilés hatdsara, amely folyamat soran podoszomakat fejlesztenek,
¢s segitségiikkel 1épnek at az érhalozatbol a kotdszovetbe. Az elvégzett vizsgalatok azt
mutattak, hogy a Tks5 fehérje szintje folyamatosan emelkedik a monocitak makrofagga
differencialodasa soran. Viszont ha a PMA-val differencialt THP-1 nevii monocita
sejtvonalban csendesitették a Tks5-6t, akkor a sejtek zselatin-bontd képessége valamint
invaziv viselkedése csokkent. Erdekes médon a podoszomék szaméaban nem tortént valtozas
[138]. A zselatinbonto képesség csokkenése valdszinileg az MMP9 metalloprozeaz csokkent
termelddésének a kovetkezménye.

A Tks fehérjék nem csak a felndtt szervezetben torténd sejt specializalodasra vannak
hatassal, hanem az embriondlis fejlédés soran is kimutattdk szerepiiket. A Tks5 morfogén
hatasat zebrahalakban tanulmanyoztak részletesen [226]. Murphy ¢és munkatarsai
egyértelmiien bizonyitottdk, hogy a TksS fehérje sziikséges a ducléc-mintazat kialakitasahoz.
A szerzék Gn. morpholino modszerrel [227] Tks5-hianyos zebrahal embriokat hoztak 1étre,

melyeknél kiilonbozé — ducléc eredetii szervekben és szovetekben kialakult — fejlodési
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rendellenességek, mint példaul szivelégtelenség, craniofacialis rendellenességek (arc- és
fejdeformitasok) és a pigmentdlt melanoférok csokkent szdma volt megfigyelhetd.
Kimutattak, hogy e defektusok a Tks5 hianya miatt csokkent vandorlasi képességgel
rendelkez6 ducléc-eredetii sejteknek koszonhet6ek. E sejtek a kontrollhoz képest kevesebb és
rovidebb podoszoma-szeri nyulvannyal rendelkeznek. A fehérje Src-n keresztiili
szabalyozasara utal, hogy az emlés TksS fehérje ujraexpresszalasa helyreallitotta az eredeti
fenotipust (azaz a sejtek migracids képességét), azonban a fehérje elmutalt Src-foszforilacios

helyeket hordoz6 valtozata erre képtelen volt [226].

3.5. TksS5 és Tks4 fehérjékhez kithetd patologias dllapotok

3.5.1. Frank-ter Haar szindroma/Borrone dermato-cardio-skeletal szindréma

A Frank-ter Haar szindroma (FTHS) egy igen ritka, autoszomalis recessziv 6roklédési
betegség, melyet Yitzchak Frank és Ben ter Haar irt le el6szor a 70-es években [228, 229]. A
betegek legnagyobb része a Tks4 génjében (SH3PXD2B) hordoz mutaciét [230, 231]. A
tiinetegylittes {6 jellemz6i a rovidfejliség, a tdg kutacsok, el6ugré homlok és szemek,
macrocornea, gyakran glaukoma. A koponya deformitdasai mellé szamos egyéb, foként a
csontvazat érintd elvaltozas tarsul, mint példaul a hosszli csontok hajlottsaga, vagy a hati
kifézis (13. abra) [232]. A betegségben szenvedé gyermekek altalaban csecsemd-, vagy fiatal
gyermekkorban meghalnak sziv- és érrendszeri rendellenességek, léguti fertdzések vagy
egyéb, ismeretlen okok kdvetkeztében.

A FTHS betegek mintainak genomanalizise soran Igbal és munkatarsai a Tks4
génjének kiilonbozo régidiban fedeztek fel mutaciokat [230]. A legtobb esetben ez a fehérje
szinte teljes hianyadhoz vezetett, korai STOP kodon, kereteltolddas, a splicing zavara vagy a
gént tartalmazd nagyobb szakasz delécidja miatt. Az egyik érintett csalad esetében a
karosoddas a Tks4 PX doménjének egy konzervalt argininjét érintette, a pontmuticio
kovetkeztében a 43. arginin helyett triptofan épiilt be. A kozelmultban a Tks4 génjének két
mutaciok a FTHS-hez nagyon hasonlé fenotipusi, Borrone dermato-cardio-skeletal
szindromaban (BDCS) nyilvanulnak meg [233]. Mivel a tiineteik is nagyon hasonloak és
nem egyetlen korrol van-e szo6. Azonban néhany fenotipusos tulajdonsagban kiilonbozik a két

szindroma. Ide tartoznak egyes szem rendellenességek, mint a megalocornea vagy a
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glaukoma, melyet gyakran észleltek FTHS-s betegeknél, mig BDCS-ben szenveddk esetében
vagy nem figyeltek meg, vagy nem jelentettek hasonlot. Mégis az a valosziniibb, hogy a két
leirt szindréma egy és ugyanaz, csak a betegségek egymastol fiiggetlen, elsd leirasakor még

nem ismerték azok genetika hatterét, ami viszont a kérdés eldontésében egyértelmi

bizonyitéknak tiinik.
A

13. abra - Frank-ter Haar szindromas betegek. (A) Jellegzetes arcdeformitasok. Leginkabb a rovidfejliség, az
el6reugré homlok, és az egymashoz kozel l6, nagy szemek (megalocornea) szembeétiGek. (B) A csontvaz

egyéb deformitasai. A gerinc fokozott hati kifdzisa (balra), a kézen az ujjak rovidsége (k6zépen és jobbra) és a
hosszu csontok hajlottsaga (kozépen) figyelhetd meg. Forras: [230]

Meg kell jegyezni, hogy a Frank-ter Haar szindromaban érintett, vizsgalt csaladok
majdnem felében, a Borrone szindréma esetében pedig egy csalad esetében nem talaltak
eltérést a Tks4 génjében, tlineteik viszont nem voltak megkiilonboztethetok a mutaciot
hordozé csaladokban leirtaktol [230, 233]. Kovetkezésképpen Frank-ter Haar szindromat
(illetve a nagyon hasonldo Borrone szindromat) valdszinlileg nem csak a Tks4 génjének
mutacidja okozhat. Masik lehetséges fehérjék kimutatdsdhoz tovabbi vizsgalatok sziikségesek.

Nem ismert még az sem, hogy a Tks4 mutans valtozata pontosan hogyan jarul hozza a
betegség kialakuldsahoz. A fehérje podoszomak Iétrejottében €s miikodésében betdltott
funkciojanak ismeretében feltételezhetd azonban, hogy a sejtmozgis vagy a sejtadhézio

zavara fontos tényez6 a koros fenotipus kialakulasaban.
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3.5.2. Glaukoma

Tobb bizonyiték utal arra, hogy a Tks4 dsszekapcsolhato egy masik koros allapottal, a
betegeknél is el6forduld, velesziiletett glaukomaval ugyanis szintén Osszefliggésbe
hoztak [234]. Jollehet, nem mindsiil a FTHS 6 diagnosztikai kritériumanak, mégis szdmos
beteget érint [232]. Ez a megfigyelés vezetett ahhoz a hipotézishez, hogy a Tks4 fehérje a
szemfejlédésben is szerepet jatszik. 178, harom kiilonboz6 fajtaju glaukémaban szenvedd
beteg vizsgalata soran kimutattdk, hogy a Tks4 génje ritka variansokkal rendelkezik, melyek
hatassal lehetnek a glaukoma korélettanara [234]. Raadasul a Tks4 fehérje széleskoriien
expresszalodik a szem azon szdveteiben, sejtjeiben, melyek a betegség kialakulasaban
fontosak, bizonyitva a Tks4 variansainak lehetséges patogén szerepét. Megjegyzendd
azonban, hogy az eddigi statisztikai vizsgalatok nem igazoltak szignifikans kapcsolatot a Tks4

¢s a szem allapota kozott.

3.5.3. Alzheimer-kor

A tumorprogresszidban betoltott, jol definialt szerepe mellett a Tks5-6t az Alzheimer-
korral 1s Oszefiiggésbe hoztak. Malinin és munkatarsai szerint ugyanis a Tks5 kozvetiti az
amiloid-p (Ap) peptid neurotoxikus hatasat [235]. Azt talaltak, hogy human neuronsejtekben
az amiloid-f adasat kovetden a TksS fehérje tirozinon foszforilalodik, és 1étrejon a kapcsolat a
Tks5 és egyik ismert kotopartnere, az ADAM12 metalloproteaz kozott. Alzheimer-koros agy
mintakban pedig kimutattdk, hogy az ADAM12 szintje csokken, mely a fehérje proteolitikus
aktivitasanak novekedésére utalhat. A foszforilalt Tks5-hoz kotddés hatasara az ADAMI2
tehat valosziniileg aktivalodik, és a novekvd proteolitikus aktivitasanak kovetkeztében sajat
magat is hasitja [235].

A kisérletes adatok mellett egy masik tanulmany statisztikailag szignifikans
kapcsolatot talalt a Tks5 (SH3PXD2A) valamint az ADAMI12 génjének egy-egy variansa €s az
Alzheimer-kor kifejlédésének kockazata kozott [236]. Erdekesség, hogy mindkét gén a 10-es
kromoszdéman helyezkedik el, az Alzheimer-korhoz kapcsolhat6 régioban illetve amellett. Par
évvel késébb azonban egy masik kutatocsoport nagyobb elemszamu csoporton megismételte a
mérést, ¢s eredményeik nem tamasztottak ald a Tks5 valamint az ADAMI12 és az Alzheimer-

kor kockazata kozotti feltételezett kapcsolatot [237].
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4. CELKITUZESEK

A Tks5 podoszoémaképzésben betoltott szerepét mar tobb kozleményben leirtak, am
novekedési  faktor indukalta  sejtmozgiasban még nem  vizsgaltak  szerepét.
Laboratériumunkban mar hosszl ideje foglalkozunk az EGF jelpalyaval és az EGF altali aktin
citoszkeleton szabalyozassal. A rokon Tks4 fehérjérdl kordbban sikeriilt kimutatnunk, hogy
része az EGF-jelpalyanak, és szerepet jatszik az EGF-fliggd aktin citoszkeleton
atrendezésben. Vizsgalatainkat ezért kiterjesztettiik a Tks5 fehérjére is. Els6 korben az aldbbi

kérdések megvalaszolasat tiiztiik ki célul:

1. Foszforildlodik-e a Tks5 EGF hatasara?

2. Milyen kinazon keresztiil torténik a foszforilacio?

3. Sziikséges-e a fehérje PX doménje és az azon keresztiili membrankapcsolat a
foszforilaciohoz?

4. EGEF hatasara hol helyezkedik el sejten beliil a fehérje? Torténik-e transzlokacio?

A rokon Tks4 fehérjébdl 1étrehozott PX domén-mutans eldzetes kisérleteink alapjan
rendellenes sejten beliili lokalizaciét mutat. Ennek tovabbi vizsgalatahoz célunk az alabbi

kérdések megvalaszolasa volt:

5. A Tks4™"W mutans hova lokalizalodik a sejten beliil?

6. A kialakult fehérje-aggregdtum aggresszomanak tekinthet6-e?
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5. ANYAGOK ES MODSZEREK

5.1. Plazmidok és konstrukciok; iranyitott mutagenezis

A pcDNA3.1/V5-His-TOPO vektorba klonozott human V5-Tks5 ¢és VS5-Tks4
konstrukciokat Geiszt Miklos laboratoriumabol kaptuk. Ebbél QuikChange Site-Directed
Mutagenesis Kit (Agilent Technologies) segitségével allitottuk elé az R42A mutanst, a gyari
leirasnak megfelelden. A felhaszndlt primerek a kovetkezok voltak:

Tks5 R42A-fw: CCCAGACTATCTACGCGAGGTACAGCAAGTTCTTTGACC
Tks5 R42A-rev: GGTCAAAGAACTTGCTGTACCTCGCGTAGATAGTCTGGG

(Alahtizassal az eredetihez képest megvaltoztatott bazisokat jelzem.)

A mutacios reakciok sikerességét szekvenalassal ellendriztiik.
Az R43W mutans Tks4, melyet Dr. Bégel Gabor bocsatott rendelkezésemre, szintén

Quick Change mddszerrel késziilt.

5.2. Ellenanyagok, inhibitorok, reagensek

A monoklondlis anti-V5 ellenanyag oldott és agardz gyongyokhoz kotott formajat
egyarant a Life Technologies-tol szereztik be. A foszotirozin elleni monoklonalis
ellenanyagok (4G10) és az EGF-receptor ellenes antitestek a Millipore-to6l szarmaztak. A
Tks5 elleni ellenanyag, illetve a foszfo-AKT1/2/3 és AKT antitestek a Santa Cruz
Biotechnology termékei. A vimentin antitest a Sigma-Aldrich, a HDAC6 ellenanyag pedig a
Cell Signaling Technology terméke. Masodlagos ellenanyagként immunoblothoz torma
peroxidazzal konjugalt anti-egér, illetve anti-nyul antitesteket (GE Healthcare), az
immunfuloreszcens festésekhez pedig Alexa Fluor 488-cal jeldlt anti-egér és anti-nyul
valamint Alexa Fluor 546-tal jel6lt anti-egér immunglobulinokat (Invitrogen) hasznaltunk.

A kisérletekben hasznalt Src-inhibitorok a Biomol (PP1) és a Santa Cruz
Biotechnology (PP2, Src Kinase Inhibitor I) termékei. A PI3-kinaz gatloszer BKM120-at
szintén a Santa Cruztdl, az LY294002-t a Merck Kft.-t6l szereztiik be.
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5.3. Sejtvonalak fenntartisa

Az értekezésben bemutatott kisérletekben hasznalt két sejttipus a COS7 és A431
sejtek. Mindkét sejtvonalat az ATCC-t6] vasaroltuk és 10% magzati borjuszérumot (FBS),
hozzdadott glutamint (2 mM) és antibiotikumot (100 egység/ml penicillin, 100pg/ml
sztreptomicin) tartalmazé Dulbecco’s modified Eagle’s médiumban (DMEM) tartottuk font
37 °C-os termosztatban, 5% CO, tartalmii levegdben. A sejteket 2-3 naponta, a

tenyésztofeliilet teljes bendvése eldtt passzaltuk és 1) flaskaba, friss médiumba vittiik tovabb.

5.4. COST7 sejtek tranziens transzfekcioja

Az egyes plazmidok tranziens transzfekcigjat COS7 sejtekbe Lipofectamine
reagenssel (Life Technologies) végeztiik. A transzfekcidt megelz6 napon 5x10° szamu sejtet
tltettiink ki 10 cm atmér6ji Petri-csészére, szérumot tartalmazé6 DMEM-be. Masnap a gyarto
altal javasolt mennyiségben Osszemértiik a transzfekcios elegyet, mely 50 pl Lipofectamine-t,
7 pg plazmid DNS-t és 1 ml OptiMEM-et tartalmazott. Az elegyet 45 percig szobahdn
inkubaltuk. Ezt kdvetden a sejteken OptiMEM-re cseréltiik a médiumot és a transzfekcios
elegyet belecsepegtettiik. Kb. 4 és fél 6ra mulva szérumot tartalmazé DMEM-re cseréltiik a
tapoldatot. Ujabb 4 és fél éra elteltével szérummentes médiumra cseréltiik a tenyésztokozeget,
ha ez a masnapi EGF-kezelés miatt szlikséges volt. Az immunfluoreszcencias vizsgalatokhoz
hatlyuktl tenyésztéedényeket hasznaltunk, 4x10* sejtszammal, ¢és feliiletaranyosan (1:3)

kevesebb reagenst hasznaltunk, mint a 10 cm atmérdjii tenyésztdedények esetén.

5.5. Sejtek kezelése inhibitorokkal és EGF-stimuldcio

Az EGF-kezelést megeldzéen a sejteket szérummentes kozegben tartottuk egy
¢jszakan at. COS7 sejtek esetén ezt a megfeleld V5-Tks5 konstrukcid transzfekcidja elézte
meg. A431 sejteknél erre nem volt sziikség, mivel ezek a sejtek endogén modon is kifejezik a
a sejteket 37 °C-on.

Amennyiben az Src-t vagy a PI3-kinazt gatolni akartuk, ezt az EGF-kezelést
megel6zden, inhibitor hozzdadasaval értiik el. Az Src tirozin kindz gatlasdhoz PP1 inhibitort
hasznaltunk 10 pM végkoncentracioban, illetve 10 uM PP2-t, vagy 5 uM Src Kinase Inhibitor

I-t. Mindharom esetben egy oran keresztiil kezeltiik a sejteket.
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A PI3-kinazt 20 uM LY294002 vagy 5 uM BKMI120 nevii gatldoszer egy oOran
keresztiili alkalmazaséaval gatoltuk.

Az inhibitorokat minden esetben DMSO-ban oldottuk fel, mely az egyik
leggyakrabban alkalmazott oldoszer hidrofob vegyiiletek esetén [238]. Az esetleges pleiotrop
hogy kihigitva, a sejteken eléggé alacsony (0,1%) legyen a DMSO koncentracidja. Ezen feliil
a kontroll sejtcsoportokhoz is adtunk megfeleld mennyiségi DMSO oldatot, hogy a kisérletes

rendszeriink kiilonb6z6 pontjai megfeleloképp 0sszehasonlithatdak legyenek.

5.6. Immunprecipitdcio és Western Blot

A kiilonbozd kezeléseken atesett COS7, illetve az A431 sejteket jéghideg foszfat
pufferrel mostuk (PBS), majd 1 ml lizis puffert (30mM Tris-HCI pH=7,5, 100mM NacCl, 1%
Triton X-100, 10mM NaF, 1ImM EGTA, 2mM para-nitrofenil-foszfat, 10mM benzamidin,
25ug/ml szoja tripszin inhibitor, 25ug/ml Pepstatin A, 25ug/ml aprotinin) mértiink ra. A lizis
pufferhez kozvetlentil felhasznélés elétt ImM PMSF proteaz gatlot és 1mM NazVO, foszfataz
gatlot adtunk. Ebben a lizis pufferben a Petri-csészék aljarol sejtkapardval felkapartuk a
sejteket. A kapott sejtlizatumokat 14000 fordulat/perc-es sebességgel, 4 °C-on, 10 percig
centrifugaltuk, hogy az oldhatatlan sejttormelékektél  megszabaduljunk. Az
immunprecipitaciot transzfektalt sejtek esetén VS5-ellenanyaggal végeztiik, mig az endogén
fehérjét A431 sejtekbol Tks5-ellenanyaggal fogtuk ki.

Az anti-V5 immunprecipitaciohoz rendelkezésiinkre allt kereskedelmi forgalomban
kaphato Un. V5-gyanta, ahol az agar6zhoz mar elére konjugéltatva van a V5-ellenanyag. 50 pl
anti-V5 agardzhoz, melyet el6zbleg jéghideg foszfat pufferrel Otszor atmostunk, 1 ml
sejtlizatumot mértiink és 4 °C-on 1 6rat forgatva inkubaltuk.

Tks5-immunprecipitacio esetén 40 ul Protein A Sepharose-t és 15 ul anti-Tks5
ellenanyagot mértiink 0ssze €s ehhez adtuk hozzd az 1 ml sejtlizatumot, majd az elegyet 2
oran at 4 °C-on forgattuk. Az inkubacids id6 letelte utan a gyongyoket 13000 fordulat/perc
sebességgel 4 °C-on 1 percig tartd centrifugalassal llepitettiik, majd négyszer egymas utan
0,5% Triton X-100-at tartalmazo, hitott PBS-sel mostuk. Végiil a leiilepitett gyongyodket
egyszeres SDS-mintapufferrel foztiik.

A mintakat SDS tartalmu poliakrilamid-gélen valasztottuk el, amit azutan nitrocellul6z
membranra blottoltunk at. Az eldhivas az ,,Ellenanyagok, inhibitorok, reagensek” pontban

ismertetett elsddleges és masodlagos ellenanyagokkal tortént, melyeket a gyart6 altal javasolt
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koncentraciokban alkalmaztunk. A membrant eldszor 5% tejpor tartalmu foszfat pufferben
blokkoltuk egy orat, majd az elsddleges ellenanyagban inkubaltuk ismét egy orat. Harom
rovid mosasi 1épést kovetden a masodlagos ellenanyagban 45 percet billegtettiik, végezetiil
négyszer 15 percig mostuk a nitrocellulo6z membrant. Az ellenanyagok beoldasara és a
mosasokhoz is 1% tejpor és 0,4% Tween20 tartalmi PBS-t hasznaltunk. A detektalast

ECL-reagenssel és fényérzékeny filmmel végeztiik.

5.7. Immunfluoreszcens festés

A Tks5 sejten beliili lokalizacidjanak vizsgalatdhoz a COS7 sejteket 6-lyuku
edénykébe helyezett, alkoholba martott és leégetett fedélemezekre iltettik 4x10°
sejtszamban. Masnap a sejteket a megfelel6 konstrukciokkal transzfektaltuk a ,,COS7 sejtek
tranziens transzfekcioja” pontban leirt modon, majd rakdvetkezd nap a kiilonbozo kezeléseket
kovetéen — melyeket részletesen az EGF és inhibitor kezelések pontban irtam le - PBS-el
mostuk és 4%-0s paraformaldehiddel fixaltuk 15 percig. A fixalast kovetéen 0,2% Triton-X
tartalmt PBS-sel a sejteket permeabilizaltuk és az aspecifikus kotdhelyeket 10 mg/ml PBS-
ben oldott BSA-val blokkoltuk. Ezutdn a Tks5 megjelolésére szolgald anti-V5 elsddleges
majd — mosas utan — a masodlagos ellenanyaggal inkubaltuk a sejteket. A masodlagos,
fluoreszcens ellenanyag mellé hozzamértiink TRITC-falloidint is, mely az F-aktint teszi
lathatova. Végiil négyszer PBS-el mostuk a sejteket; az utolsd eldtti mosofolyadék a
sejtmagokat fest6 4',6-diamidino-2-fenilindolt (DAPI) is tartalmazta. A fed6lemezeket ezutan
FluorSave™ (Calbiochem) bedgyazd reagenssel targylemezre rogzitettiik és fluoreszcens
mikroszkoppal vizsgaltuk. A rokon Tks4 fehérje PX domén-mutans véltozatanak (Tks4"*")
sejten beliili lokalizacigjanak vizsgalata a fent leirtakhoz hasonléan tortént. A Tks4
megjelolésére szintén az anti-V5 elsédleges-, valamint az Alexa Fluor 488 vagy 546
fluoreszcens masodlagos ellenanyagokat hasznaltuk. Kettds jelolés esetén az anti-V5
elsddleges ellenanyaggal torténd inkubécidoval egyiddben zajlik a masik vizsgalt fehérje
(vimentin vagy HDACSG) ellenanyaggal jelolése, majd a mosast kovetdéen a kiilonbozo
fluorokrommal konjugaltatott, masodlagos ellenanyagokkal is egyszerre inkubaltuk a sejteket.
Az értekezésben bemutatott képeket Zeiss LSM 710 tipusu konfokalis mikroszkoppal
készitettiik.
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6. EREDMENYEK

6.1. A Tks5 fehérje foszforilalodik EGF hatdsdra

Korabban laborunkban mar sikeriilt kimutatni, hogy a Tks4 ¢érintett az aktin
citoszkeleton EGF-fiiggé szabalyozasaban [10], ezért felmeriilt a lehetdség, hogy a
szerkezetileg nagyon hasonld Tks5-nél is megvizsgaljuk, vajon szerepet jatszik-e az EGF
jelpalyaban.

Els6 1épésként azt teszteltilk, hogy a Tks5 foszforilalodik-e tirozinon EGF-kezelés
hatésara. Ennek eldontését egy laborunkban mar régota alkalmazott, jol beallitott kisérletes
rendszerrel oldottuk meg. EGF-kezelésre jol reagald és konnyen transzfektalhatdo COS7
sejteket V5-TksS plazmiddal transzfektaltunk. A transzfekciot kovetd éjszaka szérummentes
médiumban tartottuk a sejteket, majd masnap 10 perces EGF-kezelés kovetkezett.
Kontrollként mindig szerepelt a kisérletben egy csészényi sejt, mely a szérummentes
médiumban eltoltott éjszaka utdn, semmiféle kezelést nem kapott. A 10 perc lejartaval a
sejteket tartalmazo csészéket azonnal jégre tettiik, igy ledllitva a tovabbi reakcidt és gyors,
jéghideg PBS-el torténd mosast kdvetden a sejteket feltartuk. A sejttormelék lecentrifugalasa
utdn a feliiliszobdl anti-V5 agardzzal immunprecipitaciot végeztink az ,,Anyagok é&s
modszerek” fejezetben leirt modon. Az agaréz gyongyokrél SDS-mintapufferrel fozve
eludltuk a megkotott fehérjéket. A mintakat 7,5%-os poliakrilamid gélen valasztottuk el, amit
azutan nitrocelluloz membranra blottoltunk. A membrant anti-foszfotirozin ellenanyaggal
hivtuk eld. A V5-Tks5 fehérje azonos mértékli termelddését bizonyitandd a membrant az
el6z6 ellenanyagok lemosasa utan ujra elhivtuk anti-V5 ellenanyaggal. Amint a 14. abra
A.részében lathatd, az alkalmazott EGF-kezelés hatdsira a Tks5 fehérje tirozinon
foszforilalodott.

Erdekes modon a COS7 sejtekben nincs jelen endogén Tks5 [3]. Ezért annak
érdekében, hogy megbizonyosodjunk a foszforilacio jelenlétérdl endogén fehérjeszint mellett
is, keresniink kellett egy masik sejtvonalat, mely tartalmazza a Tks5 fehérjét és rendelkezik
EGFR-al, igy reagal az EGF-kezelésre. A valasztasunk az A431 sejtvonalra esett, mely egy
human epidermalis karcindma sejtvonal, és expresszalja az EGFR-t.

Az elvégzett kisérlet koriilményei az el6z6ével megegyeztek, azzal a kivétellel, hogy
ezeket a sejteket nem transzfektaltuk. Az immunprecipitaciot Protein A Sepharose

gyongyokhoz kotott anti-Tks5 ellenanyaggal végeztiik.
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A kisérlet eredménye hasonld volt az overexpresszalt V5-Tks5-nél tapasztaltakhoz,
azaz a Tks5 fehérje tirozinon foszforilalodott EGF-kezelés hatasara (14./B abra). Ez azt
mutatja, hogy a Tks5 foszforildcidja nem csak a taltermeltetés eredménye, hanem
»fziologias” koriilmények kozott is megfigyelhetd folyamat. Ezen kisérletek alapjan

valoszintsithetd, hogy a Tks5 fehérje EGF-kezelés hatasara tirozinon foszforilalodik.

A B
COS7 sejtek A431 sejtek
Blot: anti-pTyr Blot: anti-pTyr
& | < TksS : ‘ & Tks5
Blot: anti-V5 Blot: anti-Tks5
e LK |
EGF - + EGF - +
IP:anti-V5 IP:anti-Tks5

14. abra - A Tks5 fehérje EGF-kezelés hatasara foszforilalodik, akar endogén, akar overexpresszalt fehérjét
vizsgalunk. (A) COS7 sejtekben V5-Tks5-6t overexpresszaltunk és a szérummentes korilmények kozott toltott
éjszakat kovetben az abran jelolt pont esetén 10 percig EGF-fel kezeltik a sejteket. A V5-Tks5-6t
immunprecipitaltuk és anti-foszfotirozin Western blot-tal vizsgaltuk a foszforilacids allapotat (felsé sor). A Tks5
expresszidjat anti-V5 ellenanyaggal mutattuk ki (also sor). (B) A431 sejtekben az endogén Tks5-0t vizsgaltuk. Az
éjszakan at szérummentes kérnyezetben tartott sejteket az dbran jel6lt pont esetén 10 percig EGF-fel kezeltiik.
A Tks5-6t immunprecipitdltuk és anti-foszfotirozin Western blot-tal vizsgdltuk a foszforildcids allapotat (felsé
sor). A Tks5 expresszidjat anti-Tks5 ellenanyaggal mutattuk ki (also sor).

6.2. A Tks5 fehérje foszforilacio gyorsan végbemegy az EGF-kezelést

kovetoen

Miutan bebizonyitottuk, hogy a Tks5 fehérje foszforilalodik EGF-kezelés hatisara,
kivancsiak voltuk a foszforilacio idébeli lefutasara is.

Kisérletiinkben V5-Tks5-tel transzfektaltunk COS7 sejteket és a 15. abran lathato
idotartamokig EGF-fel kezeltiik 6ket. Jol 1athato, hogy a Tks5 foszforilacio szintje mar 5 perc
utdn eléri a maximumat €és ez az intenzitds valtozatlanul fennmarad a kétoras intervallumon

beliil. A foszforilacié ,lecsengésérdl” még nem 4all rendelkezésre informdacid, azonban
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lehetséges, hogy a fehérjére rakeriilt foszfat-csoportot lassu kinetikaval hasitja le valamilyen

foszfataz.

COS7 sejtek
Blot: anti-pTyr
7071 L - - - - -
Blot: anti-V5
170 —

EGF: 0 5 10 30 60 120 perc

IP: anti-V5

15. dbra — A Tks5 foszforilacié idokinetikaja. COS7 sejteket V5-Tks5-tel transzfektaltunk és a szérummentes
korilmények kozott toltott éjszakat kdvetGen EGF-fel kezeltik Gket az dbran feltiintetett id6tartamokig. A
sejtek lizisét kovet6en a V5-Tks5-6t immunprecipitdltuk és anti-foszfotirozin Western blot-tal vizsgaltuk a
foszforilacids allapotukat (felsé panel). A V5-Tks5 fehérje expressziojat anti-V5 ellenanyaggal mutattuk ki (alsé
panel).

6.3. A Tks5-ot EGF-stimulus hatdsdra az Src nem-receptor tirozin kindz
foszforilalja

Mivel mind a Tks5, mind a Tks4 fehérjét, mint az Src tirozin kindz szubsztratjat irtak
le el6szor [2, 3], az Src-rél pedig ismert irodalmi adatok alapjan, hogy az EGFR aktivalja
[239], feltételeztiik, hogy a fehérjék EGF hatasara bekovetkezd foszforilacidja is Src-n
keresztiil torténik.

Ennek vizsgalatara kiilonbozé Src-gatloszereket alkalmaztunk. Tobb, kiilonbozo
szerkezetli és részben masként viselkedd inhibitor paralel alkalmazasaval [240] ugyanis jo
es¢llyel behatarolhatjuk az Src kinaz fiziologiai szerepét és el tudjuk kiiloniteni az esetleges
mellékhatasokat. A 10 uM-os koncentracidban alkalmazott, kozkedvelt PP1 nevil
inhibitor [241] mellett parhuzamosan a PP2 [241] és az Src Kinase Inhibitor I (Src-Inh. I)
[242] nevii gatloszereket is kiprobaltuk 10- valamint 5 pM-os koncentraciokban.

A kisérleti elrendezés mindhdrom inhibitor esetében hasonlo volt az el6zd fejezetben

leirtakhoz. COS7 sejteket V5-Tks5-tel transzfektaltunk majd az éjszakan at szérummentes

crer
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1 6ran at elinkubaltunk és ezt kovette a 10 perces EGF-kezelés, melyet egy gatloszerrel nem
kezelt, kontroll csészén is elvégeztiink. Egy tovabbi kontroll csésze semmilyen kezelést nem
kapott. A Tks5 foszforilacidjat immunprecipitacioval és anti-foszfotirozin immunoblottal

vizsgaltuk.

COS7 sejtek
Blot: anti-pTyr
170 =
Blot: anti-V5
170 —
EGF - + + + +
PP1 o “ + & -
PP2 - - - + -
Src-Inh. | - - - - +
IP: anti-V5

16. abra - Kiil6nb6z6 Src inhibitorok gatoljak a V5-Tks5 EGF-kezelés hatdsara bekovetkez6 foszforilacidjat
COS7 sejtekben. V5-Tks5-tel transzfektalt COS7 sejteket szérummentes médiumban tartottunk egy éjszakdan at.
A 10 percig tartd EGF-stimulacié el6tt adott csészéket PP1, PP2 vagy Src Kinase Inhibitor | nevi gatldszerekkel
1-1 6rat elSkezeltiink. Egy kontroll csésze semmilyen kezelést sem kapott. A sejtek feltarasa utan anti-V5
immunprecipitaciéot, majd anti-foszfotirozin és anti-V5 Western blot-ot végeztiink.

Amint a 16. abra mutatja, az Src-inhibitorokkal tortént el6kezelés szinte teljesen
meggatolja a Tks5 EGF-kezelés hatasara bekovetkezo foszforilaciojat.

Annak érdekében, hogy igazoljuk, a PP1 az endogén Tks5 fehérje foszforilaciojat is
gatolja, az eldzd kisérletet — a transzfekciot leszamitva — A431 sejteken is elvégeztik. A
gatloszerrel és/vagy EGF-fel kezelt sejtek lizatumabol a Tks5-6t immunprecipitaltuk és anti-

foszfotirozin immunoblottal vizsgaltuk a foszforilaciot.
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A431 sejtek

Blot: anti-pTyr

140 — =

Blot: anti-Tks5

140 — | D e e

EGF - + +
PP1 - - +

IP: anti-Tks5

17. abra — A PP1 Src-inhibitor gatolja a Tks5 fehérje foszforilaciojat A431 sejtekben. A431 sejteket
szérummentes médiumban tartottunk egy éjszakan at. Az egyik csésze sejt esetében 1 6ras PP1 elGkezelést
alkalmaztunk a 10 percig tarté EGF-stimuldcid el6tt. A kontroll csésze semmilyen kezelést nem kapott. A sejtek
feltardsa utdn anti-Tks5 immunprecipitacidt, majd anti-foszfotirozin és a fehérjemennyiségek meghatdrozasara
anti-Tks5 Western blot-ot végeztiink.

A 17. é&bran lathato, hogy a PPl képes volt az endogén Tks5 EGF-altali
foszforilacigjanak megakadalyozésara.

Ezen eredmények alapjan valoszinsithet, hogy az Src nem-receptor tirozin Kinaz
felelos a TksS fehérje foszforilalasaért az altalunk alkalmazott kisérletes rendszerben. Bar az
egyetlen teljes bizonyossaggal levonhatd kovetkeztetés a fentebb leirt kisérletekbdl az, hogy
az Src része az EGFR-t6l Tks5-ig huizodo jelpalyanak és annak aktivitasa sziikséges a Tks5
foszforilaciojahoz. Azt, hogy az Src kozvetleniil foszforilalja-e a Tks5-6t, vagy egyéb
fehérjéken keresztiil, a kisérletek alapjan nem lehet eldonteni.

Mi mégis azt tartjuk a legvaldszinlibbnek, Osszhangban a mar emlitett eldzetes
irodalmi adatokkal, és ismerve a lezajlé foszforilacios reakcié gyors kinetikajat, hogy a Tks5

tirozinon torténé megfoszforilalasat az EGF-jelpalyan beliil is az Src kinaz végzi.
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6.4. Nem mutathato ki immunprecipiticioval kapcsolat a Tks5 és az Src

nem-receptor tirozin kindz kozott

Tekintve, hogy Tks4 esetében sikeriilt kimutatni az Src-vel vald interakciot
EGF-kezelés hatasara [10], kivancsiak voltunk, hogy a hozza nagyon hasonlitd rokon
fehérjével, a Tks5-tel is kialakul-e kapcsolat.

Ennek vizsgalatara V5-Tks5 konstrukcioval COS7 sejteket transzfektaltunk, majd egy
¢jszakan at szérummentes kornyezetben hagytuk dket. Masnap a sejtek egy részét 10 percig
50 ng/ml EGF-fel kezeltik. A kezelt és a kezeletlen sejtek kivonatabol anti-V5
immunprecipitaciot és anti-Src immunoblottot végeztiink. Meglepé modon az Src tirozin
kinaz nem jelent meg az EGF-fel kezelt mintaban, mint ahogy azt a Tks4 esetében lattuk [10].
Az immunprecipitacidhoz hasznalt sejtlizatumok Src tartalmat vizsgaltuk a megfeleld
ellenanyaggal, ¢és arr6l meggy6zddtiink, hogy jelen volt a kisérletben a kindz, de interakciot
nem sikeriilt kimutatni kozte és a Tks5 kozott (18. abra). Ez nem jelenti azt, hogy fizikai
kontaktus egyaltalan nem jon 1étre a két fehérje kozott, csak azt, hogy ha ez a kapcsolat

1étezik, akkor is joval kevésbé stabil és/vagy gyengébb, mint a Tks4 esetében.

Blot: anti-Src

Blot: anti-V5

EGF - +

IP: anti-V5

Blot: anti-Src
a e | —sc

sejtlizatum

18. dbra — Nem mutathaté ki immunprecipitdcioval kapcsolat a Tks5 és az Src kozétt. V5-Tks5-6t
overexpresszaltunk COS7 sejtekben, majd szérummentesen tartottuk 6ket egy éjszakan at. Masnap a sejtek egy
részénél 10 perces EGF-kezelést alkalmaztunk, majd immunprecipitaciét végeztink V5-ellenanyaggal. A
mintdakat poliakrilamid gélen elvalasztottuk, nitrocellul6z membranra blottoltuk és anti-Src ellenanyaggal hivtuk
el6. Az antitestek eltavolitdsa utdan a membrant anti-V5 ellenanyaggal is el6hivtuk. Az immunprecipitacidohoz
hasznalt sejtkivonatok Src tartalmat anti-Src ellenanyaggal ellendriztiik.
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Eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy bar a Tks5 és Tks4 fehérjék altalanos
felépitésiikben nagyon hasonlok, funkciojuk és szabalyozasuk nagy valoszintiséggel csak

részben atfedo.

6.5. A Tks5 PX doménjének lipid-kotése sziikséges a fehérje

foszforilaciojahoz
6.5.1. Megfelel6 foszfolipidek nélkiil nincs foszforilacioé

A Tks fehérjecsalad tagjai amino-terminalis végiikon Phox-homology (PX) doménnel
rendelkeznek, mely domén specifikus membranlipidek kotésére képes. FOképp a harmas
pozicioban foszforilalt inozitol-lipideket részesiti elényben, ezaltal fontos szerepet jatszik a
Tks4 és Tks5 fehérjék megfeleld sejten beliili lokalizacidjaban.

Mivel a PI13-kinaz a foszfatidil-inozitol molekula inozitol gytirtijének 3. szénatomjahoz
kapcsolodo hidroxil-csoportot foszforilalja és miikodését az EGFR is aktivalni képes [243,
244], felmertiilt a lehetéség, hogy a PI3-kindz aktivitasa sziikséges a Tks5 fehérje memranhoz

Ennek vizsgalatahoz vad tipustt V5-Tks5-tel transzfektaltunk COS7 sejteket. A
szérummentes koriilmények kozott toltott ¢éjszakat kovetéen kiillonbozé PI3-kinaz
gatloszereket alkalmaztunk, majd a sejtek egy részét EGF-fel kezeltiik, mig a masik résziik
kezeletlen maradt. A Tks5 fehérje foszforilaciojat immunprecipitacioval és anti-foszfotirozin
immunoblottal vizsgaltuk. Ahogy a 19. abra is mutatja, mindkét alkalmazott PI3-kinaz
inhibitor — 10 uM LY294002 [245] és 5 uM BKM120 [246, 247] — esetében csokkent Tks5
foszforilacid tapasztalhatd. Megjegyzendd, hogy az LY294002 inhibitor kevésbé szelektiv,
mindegyik PI13-kindz osztalyt gatolja, ezzel szemben a BKM 120 gatloszer csak az 1. osztalyba
tartozoakat.

A PI3-kindz enzim gatlas mértékének kimutatasara a sejtlizatumokkal anti-foszfo-Akt
és anti-Akt ellenanyagok segitségével immunoblottot végeztink. Az Akt vagy masnéven
Protein Kindz B (PKB) egy szerin/treonin kindz aktivitasi enzim, mely a PI3K/Akt/mTOR és
egyéb mas jelatviteli utak kozponti fehérjéje [248]. Pleckstrin homology (PH) doménjével
éppen a PI3-kinaz altal termelt/atalakitott, 3-as pozicioban (is) foszforilalt foszfatidil-inozitol
foszfatokhoz [PtdIns(3,4,5)P; vagy PtdIns(3,4)P,] kotédik [249, 250] és ez altal a

membranhoz transzlokalddik, majd foszforilacié altal aktivalodik. Ennek koszonhetden a
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foszforilalt Akt kimutatasat gyakran hasznaljak kontrollként PI3-kindz aktivitas vizsgélatara

[251-253], igy kisérleteinkhez mi is ezt a kontrollt valasztottuk.

COS7 sejtek

Blot: anti-pTyr

170 — | o e -

Blot: anti-V5

IP: anti-V5
Blot: anti-pAkt

Blot: anti-Akt

EGF - + + +
Ly294002 - -+ -
BKM120 - - -+

19. abra - A PI3-kinaz gatlasa gatolja a COS7 sejtekben overexpresszalt Tks5 EGF-hatasra bekovetkezé
foszforilaciojat. COS7 sejteket V5-Tks5-tel transzfektaltunk, majd szérummentes korilmények kozott
tartottunk egy éjszakan at. Egy sejtcsoportot LY294002 PI3-kindz gatlészerrel, egy masikat pedig BKM120
inhibitorral 1 éran keresztil el6kezeltlink. Ezt kovet6en a gatldszerekkel kezelt sejtcsoportokat és egy masik,
gatldszert nem kapott sejtcsoportot 10 percig EGF-fel kezeltiink. A kontroll sejtcsoport semmilyen kezelést nem
kapott. Ezutdn a sejteket feltartuk és az igy nyert kivonatbdl anti-V5 ellenanyaggal immunprecipitaciot
végeztink. A mintakat SDS-gélelektroforézis utan nitrocelluléz membranra blottoltuk, amit elGszor anti-
foszfotirozin, majd anti-V5 ellenanyagokkal hivtunk elé. A PI3-kindz gatlds mértékének kimutatasara a
sejtlizdtumokat SDS-gélelektroforézis utan szintén blottoltuk, és anti-pAkt, majd anti-Akt ellenanyagokkal
hivtuk el6.

Az Akt fehérjének EGF-stimulus nélkiil is van egy alap foszforilaltsaga, ami a
19. abran jol lathatd, tehat a PI3-kinaz kismértéki aktivitast mutat, vagy legalabbis Kis
mértékben jelen vannak a membranban 3-as helyen foszforilalt foszfatidil-inozitol-
szarmazékok, melyekhez az Akt kikotédni képes és ezt kovetden foszforilalodhat. EGF

stimulus hatasara a foszforilalt Akt mennyisége megnd, ami bizonyitja, hogy az EGFR
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aktivalja a PI3-kinazt. Gatloszerek hatasara viszont teljesen megsziinik az Akt foszforilacio,
ami azt jelenti, hogy a PI3-kinazt megfelelé mértékben sikeriilt gatolni. Hasonléan a Tks5
fehérjénél elvégzett kontroll Western blottokhoz, az Akt fehérje esetében is bizonyitottuk,
hogy a foszfo-Akt blotton (19. abra, 3. panel) lathatdo kiilonbség nem az eltérd
fehérjemennyiségeknek koszonhetd, ugyanis Akt ellenes antitesttel Gjra eléhivva a membrant,
a sejtlizatumokban azonos mennyiségii fehérje latszik.

A vizsgalatot itt is az endogén fehérjével, A431 sejteken folytattuk. Az eldzdekben
leirtakhoz hasonldan, a sejteket szérummentes kozegben tartottuk egy €jszakéan at, majd egy
résziiket az EGF-kezelést megel6zéen LY294002-vel eldkezeltiik. Majd a sejtlizatumokbol a

Tks5-6t immunprecipitaltuk, a foszforilaciot anti-foszfotirozin ellenanyaggal ellendriztik.

A431 sejtek

Blot: anti-pTyr

140 — =

Blot: anti-Tks5

L e o e

IP: anti-Tks5
Blot: anti-pAkt

—

Blot: anti-Akt

EGF -  + +
LY294002 - . +

20. abra - A PI3-kinaz gatlasa gatolja a Tks5 EGF-hatasra bekovetkez6 foszforilacidjat A431 sejtekben. A431
sejteket szérummentes koriilmények kozott tartottunk egy éjszakan at. Egy sejtcsoportot LY294002 inhibitoros
el6kezelés utan, a masikat ennek kihagyasaval EGF-fel kezeltiink 10 percig. A kontroll sejtcsoport semmilyen
kezelést nem kapott. Az EGF-kezelést kdvet6en a sejteket feltartuk és az igy nyert kivonatbdl anti-Tks5
ellenanyaggal immunprecipitacidt végeztiink. A mintdkat SDS-gélelektroforézis utan nitrocelluléz membranra
blottoltuk, amit el6szor anti-foszfotirozin, majd anti-Tks5 ellenanyagokkal hivtunk el6. A PI3-kindz gatlds
mértékének kimutatdsara a sejtlizatumokat SDS-gélelektroforézis utan szintén blottoltuk, és anti-pAkt, majd
anti-Akt ellenanyagokkal hivtuk eld.
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Hasonl6 eredményt kaptunk, mint az overexpresszalt fehérje esetében; az endogén
Tks5 foszforilacioja is gatlodik, ha a P13-kinaz miikodését gatoljuk (20. abra). Tehat a fehérje
tultermeltetése nem befolyasolja kisérleti rendszeriink miikodését.

Az anti-foszfo-Akt és anti-Akt ellenanyagokkal kontrollként elvégzett immunoblottok
ebben az esetben is bizonyitjak, hogy az LY294002 nevii gatloszerrel tényleg sikeriilt a
P13-kinazt megfeleld mértékben gatolni.

A két sejtvonalon, PI3-kindz inhibitorokkal elvégzett kisérletek azt az elképzelést
latszanak alatamasztani, mely szerint az allvanyfehérje foszforilacidjahoz sziikséges a harmas
helyen foszforilalt inozitol lipidek jelenléte, melyekhez a Tks5 fehérje PX doménjén keresztiil
képes kotddni. E kotddés hidnydban a foszforildcido elmarad. Feltételezésiink szerint az
allvanyfehérje foszforilacidja a membran kozelében, membranhoz kotott allapotban torténik
meg. A membrantranszlokacio kimutatasara is végeztiink kisérletet, melyet a késdbbiekben

targyalok.

6.5.2. A fehérje foszforilaciéjahoz intakt PX-domén sziikséges

A PX doménen keresztiili membranlipid kapcsolat sziikségességét egy masik odalrol,
a PX-domén oldalar6l megkdozelitve is vizsgaltuk. QuikChange iranyitott mutagenezissel, az
»Anyagok és modszerek” fejezetben leirt modon kicseréltiik a Tks5 fehérje PX doménjének
42-es pozicioban 1év0, az irodalmi adatok alapjan [76, 98] a lipidkotéshez nélkiilozhetetlen,
konzervalt argininjét alaninra.

A kisérlethez COS7 sejteket transzfektaltunk két esetben vad tipusa V5-Tks5-6t
tartalmazo6 és egy csésze esetében az R42A mutans V5-Tks5-6t kodold plazmiddal. A sejteket
ezutan a szokasos modon szérummentes koriilmények kozott tartottuk, majd — a kontroll
kivételével — 10 perces EGF-kezelésnek vetettiik ala dket. Anti-V5 immunprecipitacid utdn
gélelektroforézist és anti-foszfotirozin immunoblottot végeztiink. Ennek eredménye szerint a
lipid-kotésre képtelen R42A mutans Tks5 tirozin-foszforilacidja erdsen lecsokkent (21. abra,
felsd panel). A membrant az ellenanyagok eltdvolitdsa utan anti-V5 antitesttel ujra eléhivtuk,
hogy az expresszalodott fehérje mennyiségét kimutassuk és Ossze tudjuk hasonlitani.
Ellentétben a Tks4-nél vizsgalt triptofan mutanssal [10], az ebben az esetben hasznalt alanin

mutans Western blot-kép alapjan jol expresszalodott.
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COS7 sejtek

Blot: anti-pTyr
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IP: anti-V5

21. dbra — A Tks5 R42A mutans EGF kezelés hatasara csokkent foszforilaciot mutat. COS7 sejtekben vad tipusu
illetve R42A mutdns V5-Tks5-6t fejeztiink ki, majd a kontroll kivételével 10 perces EGF-kezelésnek vetettik ala
Gket. A sejtek feltardsa utan anti-V5 immunprecipitaciét végeztiink. A mintakat SDS-gélelektroforézis utan
nitrocelluléz membranra blottoltuk, amit el&szoér anti-foszfotirozin, majd — az ellenanyagok lemosasa utan -
anti-V5 ellenanyagokkal hivtunk el6.

Ez az eredmény megerdsiti a PI3-kinaz gatlasanal tapasztaltakat, mely szerint a Tks5
fehérje foszforilaciojahoz sziikséges a PX-domén altal kozvetitett, foszfatidil-lipideken

keresztiili membranhoz kapcsolddas.

6.6. A Tks5 EGF hatasdara a plazmamembranhoz transzlokdlodik

Tekintve, hogy a PI3-kinaz lipidtermékei a Tks5-6t a citoplazmabol a sejtmembranhoz
iranyitjak, valamint az el6z6 kisérleteinkbdl kideriilt, hogy a fehérje foszforilaciojahoz
szlikséges az intakt PX domén és a megfeleld foszfatidil-inozitolok megléte, ezért vizsgaltuk
az EGF stimulaciot kovetd, sejten beliili elhelyezkedését az allvanyfehérjének.

Ehhez V5-Tks5 plazmiddal transzfektalt COS7 sejteket hasznaltunk, melyek koziil egy
sejtcsoportot az EGF-kezelést megelézéen a PI3-kindz specifikus gatloszerével,
LY294002-vel eldkezeltiink. A sejteket paraformaldehiddel fixaltuk, majd az ,,Anyagok és
modszerek” cimil fejezetben leirtaknak megfelelden anti-V5 ellenanyaggal immuncitokémiai
festést végeztiink. Konfokalis mikroszkop alatt vizsgalva a sejteket megfigyeltiik, hogy mig

nyugvo sejtekben a Tks5 foként diffaz citoplazmatikus elhelyezkedést mutat, az EGF-kezelt
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sejtekben a sejtmembran alatti régiokbol eltiinik és az aktinban gazdag, in. membranfodrokba
lokalizalodik (22. abra). Az LY294002-vel eldkezelt sejtek esetén azonban a membran-
transzlokacio, ha nem is teljes mértékben, de gatlodott (dbran nem mutatott adat).

Az eredmények szamszerlsitése végett a kisérletet tobbszor megismételtiik ¢s minden
egyes kisérleti pontnal 100-100 sejt mikroszkopos vizsgalataval meghataroztuk a Tks5
membran-transzlokaciot mutatd sejtek ardnyat. Ennek eredménye megerdsitette és diagramon
is abrazolhatova tette elsé megfigyeléseinket (23. abra). Ez alapjan elmondhatjuk, hogy
nyugvo sejtek esetén is tapasztaltunk alacsony szintli membran-transzlokaciot, a sejtek 6%-
anal. Ez az érték EGF-kezelés hatasara 35%-ra emelkedik. Viszont a PI3-kinaz gatld
LY?294002 hatasara nem all helyre az alapszint, a sejtek mintegy 20%-nal igy is tapasztaltunk
membranfodorba tortént transzlokaciot. Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a PI3-kinaz altal
termelt lipid-termékek esetleg csak részben felelések a Tks5 fehérje plazmamembranba
toborzasaért, vagy a megfeleld, PX domén-kotd foszfolipidek kis mennyiségben a PI3-kinaz
aktivitasa nélkdl is jelen vannak a membranban. Mindenesetre ez az eredmény Osszhangban
van a Western blot kisérletben kapott adatokkal, melyben a P13-kinaz gatlas hatasara a Tks5

fehérje foszforilacioja csokkent, de nem teljesen sziint meg.

Ezt kovetden vizsgaltuk az R42A mutans Tks5 fehérje sejten beliili lokalizaciojat is
EGF hatasara. Ehhez mikroszkop feddlemezekre iiltetett COS7 sejtekben expresszaltuk a vad
tipusu €s a mutans fehérjét. A sejteket szérummentes médiumban tartottuk egy €jszakéan at,
majd — a kontroll kivételével - EGF-fel kezeltiikk 6ket. A sejteket paraformaldehiddel fixaltuk,
majd az ,,Anyagok és modszerek” cimill fejezetben leirtaknak megfeleléen a rekombinans
Tks5-6t, az aktinvazat és a sejtmagot megfestettiik.

A konfokélis mikroszkoppal készitett képeken jol lathatd, hogy szérummentes
koriilmények kozott tartott sejtek esetén nincs nagy kiilonbség a vad tipusu és a mutans TksS
kozott, egyarant diffiz citoplazmatikus eloszlast mutatnak. EGF-kezelés hatdsara azonban a
mutans fehérje lokalizacioja nem valtozik meg (22. abra). A sejtek legnagyobb részében az
R42A mutans Tks5 nem megy ki a membranfodrokba (23. abra). Ezek alapjan elmondhato,
hogy a PX domén sziikséges a Tks5 fehérje membranhoz kotddéséhez, mely a foszforilacid

elofeltétele.
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22. abra - Vad tipusu Tks5 EGF-kezelés hatasara membranfodrokba transzlokalodik, mig az R42A mutacid a
PX doménben megakadalyozza a fehérje EGF hatasara bekévetkez6 membran-transzlokacidjat. A
fed6lemezre Ultetett COS7 sejtekben a V5-Tks5 vad tipust vagy R42A mutdns formajat fejeztiik ki. Az éjszakan
at szérummentesen tartott sejtek egy részét EGF-fel kezeltiik, majd valamennyi mintat fixaltuk és anti-V5
ellenanyaggal festettlk (z6ld). Az aktinvazat TRITC-falloidinnel tettik lathatéva (piros). A sejtmagokat DAPI-val
festettik (kék). A masodik sorban lathaté fehér nyilak a kialakulé membranfodrot jeldlik. A képek konfokalis
mikroszkdéppal késziltek.
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23. abra — A PI3-kinaz gatlasa csokkenti, az R42A mutaciéo a PX doménben megakadalyozza a Tks5 EGF
hatasara bekoévetkez6 membrantranszlokaciojat. V5-Tks5 vad tipusu és R42A mutans formajat fedGlemezre
Ultetett COS7 sejtekben fejeztiik ki. A sejtek egy részét a szérummentes korilmények kozott eltoltott éjszaka
utan 10 percig EGF-fel kezeltiik, a masik részik kontrollként semmilyen kezelést nem kapott. Az EGF-fel kezelt
vad tipusu Tks5-6t kifejezé egyik sejtcsoportot elGz6leg Pl13-kindz-gatldval (LY294002) elGkezeltiik. A sejteket
fixalast kovetSen anti-V5 ellenanyaggal fluoreszcensen festettiik. Mikroszkdp alatt minden kisérleti elrendezés
esetén legalabb 100 sejt vizsgalataval meghatdroztuk azon sejtek ardnyat, melyekben a Tks5 fehérje a
membranban dusulast mutat. A kisérletet haromszor ismételtilk meg. Ezen harom kisérlet atlaganak standard

6.7. Az R43W mutdins Tks4 fehérje a sejtmag melletti aggresszomdakban
lokalizdlodik

Az R42A mutans Tks5 esetében a fehérje vad tipushoz kdzel hasonld kifejezddése
azért figyelemre méltd, mert a rokon Tks4 fehérje esetében a mar emlitett R43W mutans a
legtobb sejtben — EGF-kezeléstdl fiiggetlentil — a sejtmag koriil feldusulva, aggregatumokat
képez [10]. Ezen képletek nagy valdsziniliséggel a mutans fehérje hajtogatodasi zavara miatt
alakulnak ki. Ezt a pontmutéciot, mely a Tks4 PX doménjén beliil a 43-as arginin triptofanra
cserélddését okozza, Frank-ter Haar szindromaés betegek egy csoportjaban is azonositottak
(lasd: Irodalmi attekintés fejezet) [230]. Erdekes modon, a betegek tiinetei nem voltak
megkiilonboztethetdk az olyan betegekétdl, ahol sulyosabb mutéaciok a fehérjeszintézis teljes

hianyahoz vezettek. Ez a megfigyelés is azt az elképzelést erdsiti, miszerint a Tks4"*W
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fehérje sériilt vagy hibasan feltekeredett, ezért valamilyen modon eliminalodik a rendszerbol.
Ezért az R43W mutans Tks4 fehérje ,,furcsa” lokalizaciojat, sejten beliili elkiilonitésének
mechanizmusat tovabbi kisérletekben vizsgaltuk.

Irodalmi adatokbol ismert, hogy eukaridta sejtekben a rosszul feltekeredett fehérjék,
miutan telittk a proteoszoma rendszert, detergensek altal oldhatatlan, aggresszomanak
nevezett képletekbe gyiilnek [254, 255]. Ebben az esetben a citoplazmatikus
fehérjeaggregatumok poliubikvitindlodnak, az aggregatumokat a hiszton-deacetilaz 6
(HDACG6) fehérje felismeri és dinein-motorhoz kotve a mikrotubulus halézaton keresztiil a
mikrotubulus organizald centrumhoz (MTOC) szallitja [256, 257]. Az igy Osszegylilt
aggregatumot késobb intemedier filamentumok — leginkabb vimentin — veszik koriil, és
hataroljak el a sejtplazma tobbi részétél [255, 258]. Az aggresszomak kialakulasa nemcsak
védi a sejteket a fehérjetoxicitastol, hanem lehetdvé teszi a hibas fehérjék autofagia altali
eliminaciojat is [259].

Elso korben ujabb kisérletet végeztiink a kiilonbozé Tks4-konstrukcidk sejten beliili
lokalizacidjanak vizsgalatara. V5 cimkével ellatott vad tipusa és R43W mutans Tks4-el,
valamint {ires V5-plazmiddal transzfektaltunk COS7 sejteket. 18 ora elteltével a sejteket
paraformaldehiddel fixaltuk, majd az ,,Anyagok és modszerek” cimii fejezetben leirtaknak
megfeleléen a Tks4-et V5-ellenes antitesttel festettiik. A sejtmagokat DAPI-val tettiik

lathatova.

Ures vektor V5-Tks4 V5-Tks4R43W

24. abra - A vad tipusu- és az R43W mutans Tks4 fehérje a sejtekben eltéré lokalizaciés mintazatot mutat, az
R43W mutans aggregalddik a sejtekben. FedGlemezre (ltetett COS7 sejteket V5-Tks4, V5-Tks4**", valamint
Ures V5-plazmid konstrukcidkkal transzfektaltunk. 18 éra mulva a sejteket fixaltuk és a Tks4 fehérjét V5-ellenes
antitesttel festettiik (zold). A sejtmagokat DAPI-val tettiik lathatéva (kék). A képek konfokalis mikroszkdppal
készlltek.
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Ahogy a 24. abran lathato, ismét kimutattuk, hogy a vad tipusi Tks4 a sejtekben
normal, diffuz citoplazmatikus eloszlast mutat, mig az R43W mutdns Tks4 aggregatumot
képez a sejtmag mellett. Kontrollként iires, Tks4-konstrukciot nem tartalmazd, V5-cimkés
plazmiddal is transzfektaltuk a sejteket. Ebben az esetben festddést nem tapasztaltunk

(24. abra).

6.7.1. A Tks4™*W mutans az aggresszoma-marker HDACB6-al kolokalizaciét

mutat

Ezt kovetéen vizsgalni akartuk, hogy a sejtmag mellett lathatdo Osszecsapodott
Tks4™™"W mutans fehérjetdmeg aggresszomaként azonosithato-e. Ennek elddntéséhez
kisérletet végeztink a mar emlitett HDAC6 aggresszoma-marker [256] sejten beliili
elhelyezkedésének vizsgélatara.

V5 cimkével ellatott vad tipusu és R43W mutans Tks4-el transzfektaltunk COS7
sejteket. 18 ora elteltével a sejteket paraformaldehiddel fixaltuk, majd az ,,Anyagok és
modszerek” cimii fejezetben leirtaknak megfelelden a rekombinans Tks4-et, a HDAC6
fehérjét és a sejtmagot megfestettilk. A konfokalis mikroszkoppal készitett képeken jol
lathatd, hogy a vad tipustt Tks4 diffuz, citoplazmatikus eloszlast mutat, mig a mutans a
sejtmag mellett aggregalodik, és a HDAC6 ezzel az aggregdtummal kolokalizaciot mutat
(25. abra). Mivel a hibas fehérjék aggresszomaba szallitasanak egyik fontos résztvevdje a
HDACG6 fehérje [256] — ami miatt aggresszoma-markerként is alkalmazhatd6 — igy
eredményiink arra enged kovetkeztetni, hogy a mutans Tks4 atal 1étrehozott dsszecsapddott

képlet valoban aggresszoma.
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egymasravetitve

V5-Tks4R43W egymadsravetitve

25. abra — A mutans Tks4 az aggresszoma-marker HDAC6-tal kolokalizaciot mutat. A fedGlemezre iltetett
COS7 sejtekben a V5-Tks4 vad tipusu vagy R43W mutans formajat fejeztiik ki. 18 éra mulva a sejteket fixaltuk
és anti-V5- (piros), illetve anti-HDACG6 (z6ld) ellenanyagokkal festettik. A sejtmagokat DAPI-val tettiik lathatova
(kék). A képek konfokalis mikroszképpal késziltek.

6.7.2. A mutans Tks4 aggregatumat vimentin-ketrec veszi korbe

Irodalmi adatokbol ismert, hogy az aggresszomak egyik legjellemzObb tulajdonsaga,
hogy az intermedier filamentum-fehérje vimentin normal, fibrillaris eloszlasa helyett egy
burkot hoz létre a képzddott aggregatumok kortiil, elhatarolva azt a sejtplazma tobbi részétdl
[255, 258]. Ezért annak tovabbi igazolasara, hogy a centridlum korili Tks4R3W
fehérjeaggregatum aggresszomanak felel meg, vizsgaltuk a vimentin sejten beliili
lokalizaciojat vad tipusu- és mutans Tks4-et expresszald sejtekben. Ehhez vad tipusu és
R43W mutans V5-Tksd-el transzfektaltunk COS7 sejteket. 18 ora elteltével a sejteket
paraformaldehiddel fixaltuk, majd az ,,Anyagok és mddszerek” cimii fejezetben leirtaknak
megfeleléen a rekombindns Tks4-et, a vimentin fehérjét és a sejtmagot megfestettiik.

Ahogy a 26. abran lathato, a vad tipust Tks4-et expresszald sejtekben a vimentin
normdl elszort, fonalas szerkezetet mutat, mig az R43W mutins Tks4-el transzfektalt

sejtekben a vimentin filamentumok gytirliszerti szerkezetet alkotnak az aggregatum koril, a

sejtmag melleti régioban. Az egymadsravetitett képen jol latszik, hogy a Tks4 aggregatumat
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burokként veszi korbe. Ez az eredmény egy ujabb bizonyiték arra, hogy az R43W mutéans

Tks4 hibas feltekeredése miatt a sejtekben aggresszomat képez.

vimentin V5-Tks4 egymasravetitve

vimentin V5-Tks4R3W egymasravetitve

2}

26. dbra — Az R43W mutans Tks4 aggregatumat vimentin-ketrec veszi koril. A fed6lemezre Ultetett COS7
sejtekben a V5-Tks4 vad tipusu vagy R43W mutans formajat fejeztiik ki. 18 éra mulva a sejteket fixaltuk és anti-
V5- (piros), illetve anti-vimentin (z6ld) ellenanyagokkal festettiik. A sejtmagokat DAPI-val tettik lathatéva (kék).
A képek konfokalis mikroszkdppal késziiltek.
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7. DISZKUSSZIO

1.1. A Tks5 fehérje foszforilalodik EGF hatdsdra

A Tks5 fehérjét eldszor az Src tirozin kinaz szubsztratjaként irtak le [3]. A fehérje
szerepét vizsgald tobbi kozleményben is dllandoan aktiv Src-t expresszalo sejtvonalakat, vagy
olyan tumoros sejtvonalakat hasznaltak, ahol az Src aktivitaisa megemelkedett [4, 70, 132,
163]. Meglep6 modon kevesen keresték azokat a receptorokat és jelatviteli utakat, melyek az
Src aktivalasan keresztiil a Tks5 foszforilacijadhoz és ennek hatdsara az aktin citoszkeleton
atrendezéshez, podoszoma kialakitashoz vezetnek.

Pedig az Src nem-receptor tirozin kinaz csalad tagjai szamos receptor tirozin kinaz
jelatviteli Utjaban részt vesznek, beleértve a PDGFR-t, az EGFR-t, a FGFR-t, IGF1R-t,
HGFR-t (c-Met), ezen kiviil kiilonb6z6 adhézids receptorok, G-fehérje kapcsolt receptorok és
citokin receptorok is aktivalhatjak 6ket [239, 260]. Szerepiik van tobbek kozott a DNS-
szintézishez  sziikséges  jelatviteli utak inicidlasaban, receptor  Ujrahasznositas
szabalyozasaban, aktin citoszkeleton atrendezésben, a motilitas és talélés szabalyozasdban is.
A legjobban felderitett az Src PDGFR-rel és EGFR-rel valo kapcsolata. Az Src SH2 doménje
az aktivalt PDGFR 579-es foszforilalt tirozinjat koti meg, mely az Src aktivalodasahoz vezet
[261]. A kinazaktivacio maximumat a PDGF kezelést kovetd 6todik és tizedik perc kozott éri
el [262]. Az Src az aktivalt EGFR-al is komplexet képez [53, 54]. A kapcsolat valosziniileg
ebben az esetben is kozvetlen, az Src SH2 doménjén keresztiil valosul meg. Az aktivalodo Src
tobb helyen (Y891, Y920 [56], Y845, Y1101 [55]) képes az EGF-receptor foszforilaciojara. E
foszfotirozin oldallancok kiilonb6zd jelatviteli utak kiinduldpontjaként szolgalhatnak. Ezen
kiviil szamos egyéb olyan szubsztratja ismert az Src tirozin kinazoknak, melyek az
EGF-hatasra bekovetekezd aktin citoszkeleton atrendezddésben vesznek részt, mint példaul a
cortactin, pl90Rho/GAP, p130Cas, és a fokalis adhézids kinaz [8].

A Tks5 fehérje novekedési faktor jelpalyaban valo részvételére az egyetlen adat Sara
Courtneidge munkacsoportjatol szarmazik. Tks5-6t leird tanulméanyukban kimutattak, hogy
PDGF, LPA vagy bradikinin hatasara a Tks5 tirozinon foszforilalodott Ratl fibroblaszt
sejtekben [3]. Erdekes modon, a PDGF hatasara bekovetkezé foszforilacio kinetikdja nagyon
lassi. A maximalis intenzitast csak két oraval a stimulust kovetden érte el. Ez a hosszu
reakcididé azonban egyaltalan nem megszokott jelatviteli folyamatok esetén, ugyanis a
receptor aktivalodasat kovetden altaldban masodpercekben mérhetd a foszforilalt termékek

megjelenése, mint ahogy azt a PDGFR [263] és EGFR [264] esetében is leirtak.
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Kisérleteinkben a Tks4 ¢és TksS fehérjék EGF jelpalyaban valo részvételét vizsgaltuk.
Az EGFR-r6l ismert az aktin citoszkeletont szabalyozd, valamint az Src kinazt aktivalod
hatasa, ezért valoszinUsitettiik, hogy a Tks fehérjék is szerepet kaphatnak az EGFR
szignalizaciojaban. Vizsgalataink soran azt taldltuk, hogy EGF-kezelés hatasara COS7
sejtekben mind a Tks4 [10], mind — az értekezésben bemutatott — Tks5 tirozinon
foszforilalodott (14./A abra). Mivel a COS7 sejtekbdl fiziologiasan hianyzik a Tks5, ezért a
fehérjét egy V5 cimkével ellatott Tks5-6t hordozé plazmidrél termeltettik. Az endogén
Tksb-6t pedig egy masik modellrendszerben, A431 epidermalis karcinoma sejtekben
vizsgaltuk. Ez a sejtvonal az egyik gyakran hasznalt modellje az EGFR-t6l kiindul¢ jelatviteli
kaszkadok tanulmanyozasanak [265, 266]. A Tks5 fehérje EGF hatasara bekovetkezé tirozin-
foszforilacigjat ebben az esetben is sikeriilt kimutatnunk (14./B abra).

Az elozbekben emlitett, PDGF altali tirozin foszforilacio lassi kinetikajanak
ismeretében mi is kivancsiak voltunk a COS7 sejtekben expresszalt Tks5 fehérje EGF-fiiggd
foszforilacidjanak idofiiggésére. Azt tapasztaltuk, hogy a foszforilacid szintje mar 5 perccel az
EGF kezelést kovetéen eléri a maximumat és ez az intenzitds nagyrészt valtozatlanul
fennmarad két oran keresztiil (15. abra). Ez az altalunk kapott id6gorbe nagyon hasonlé a mas
fehérjéknél is tapasztalhatd, novekedési faktorok hatdsdra bekdvetkezd, gyorsan lezajlo

foszforilacios kinetikahoz [267-269].

7.2. Src nem-receptor tirozin kindz daltali foszforilacio — hasonlésagok és
kiilonbségek a Tks5 és Tks4 fehérjék kozott

Az, hogy a Tks4 és Tks5 fehérjék egyarant jo szubsztratjai az Src tirozin kinaznak,
mar jol megalapozott tény [2, 3, 74]. Nem meglepé tehat, hogy kisérleteinkben EGF
stimulacio soran is az Src-t azonositottuk, mint a Tks5 foszforilalasaért felelds kinazt. Ennek
alapja, hogy kiilonb6z6 Src-gatloszerek jelenléte a foszforilaciot megakadalyozta (16. és
17. abra): COS7 sejtekben expresszalt Tks5 esetén harom kiilonb6z6 inhibitor (PP1, PP2, Src
Kinase Inhibitor I) alkalmazasa mellett, illetve A431 sejtekben PP1 hatasara is gatlodott a
Tks5 foszforilacio.

A PP1 (4-amino-5-(4-methylphenyl)-7-(t-butyl)pyrazolo[3,4-d]-pyrimidine) az Src
tirozin kinaz csalad minden tagjat (Src, Lck, Fyn, Hck) gatolja kiilonb6z0 mértékben (mas-
mas ICs értékekkel). A gatloszer specifitasa azonban ezen tul is megkérddjelezhetd, mivel

mar szamos mellékhatasara is fény deriilt [270-272]. Gatolja tobbek kozott a c-kit-et és
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BCR-ABL-t, a PDGFB receptort, valamint a TGFB utvonalat is a TGFRB-receptor gatlasan
keresztiil. A PP2 gatlészer a PPl-el rokon pirazolopirimidin vegyiilet [241]. A PP1-hez
hasonloan nem tesz kiilonbséget az Src csalad tagjai kozott. Mindegyiket egyforman gatolja.
Ezen feliil gatolja a fokalis adhézié kinazt valamint a T-sejtek fehérjéinek anti-CD3 stimulalt
tirozin foszforilaciojat [273]. Az Src Kinase Inhibitor 1 egy fenoxianilino-6,7 dimetoxi-
kinazolin vegyiilet, mely szintén gétolja az Src csaldd tagjait, nagyobb koncentracidoban
alkalmazva azonban gatolja a VEGFR és a c-fms tirozin kinazokat [242]. Lathat6 tehat, hogy
nincs tokéletesen szelektiv gatloszer. De a kiilonbozd szerkezeti és részben masként
mellékhatasok nagy része kisziirhetd [240].

Irodalmi adatokbdl tudjuk, hogy harom Iehetséges Src foszforilacidos helyet
azonositottak a Tks5-6n szekvencia alapjan, de ezek koziil csak ketté (az 558-as és 620-as)
tirozin foszforilacidjat bizonyitottak kisérletesen is [69, 70]. A lehetséges foszforilacios
helyek tirozinjait fenilalaninra cserélték, €s aktivalt Src-t hordoz6 plazmid koexpressziojaval
vizsgaltak a fehérje Src altali foszforilacigjat. Azt tapasztaltdk, hogy a harom Ilehetséges
foszforilacidos hely egylittes elrontdsa gyakorlatilag meggatolta a fehérje foszforilaciot.
Viszont a tirozinok egyesével torténd elmutalasa csak az 558-as és 620-as pozicioban vezetett
a foszforilacidé csokkenéséhez. Az Src altali foszforilacid6 eme Ujabb bizonyitékaul szolgalod
mutacios kisérletet mi nem végeztiikk el Gjra teljes egészében, azonban az 558-as tirozint
fenilalaninra cserélé mutanst mi is létrehoztuk és vizsgaltuk az EGF-kezelés hatasat. A
foszforilacidos hely megvaltoztatasaval a Tks5 fehérje a mi esetiinkben is csokkent
foszforilaciot mutatott [nem publikalt eredmény]. Emiatt ugyan nem lehet teljes
bizonyossaggal kijelenteni, hogy az EGFR altal aktivalt Src kisérleti elrendezésiinkben is e
két tirozint foszforilalja, am ez a legvaldszinilibb elképzelés. Tks4 fehérje esetében azonban
laborunk is 1étrehozta azt a mutanst, melyben harom tirozint fenilalaninra cseréltiink és az
EGF-kezelés hatasara tapasztaltak [10] egybevagtak az irodalmi adatokkal [2], miszerint e
harom bizonyitott foszforilaciés hely (25-6s, 373-as és 508-as tirozinok) elrontdsa a
fehérjefoszforilacio elmaradasahoz vezet. Itt rogton feltiinik az az Irodalmi attekintésben is
emlitésre keriilt érdekes tény, miszerint a Tks5 és a Tks4 fehérjék foszforilacios helyei
nagyban kiilonboznek egymastol. Ez is ravilagit arra, hogy a két fehérje, noha szerkezetében
nagyon hasonld, a szerepiikben és a mitkddésiikben nagy eltérések vannak, am ezek pontos
felderités¢hez még tovabbi kisérletek sziikségesek.

Réadasul nem csak a foszforilacidés helyekben, hanem az Src altali foszforilacid

mechanizmusaban is kiilonbség tapasztalhatd eredményeink alapjan a két fehérje kozott. Tks4
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esetében Src kinazt thlexpresszalod sejtekben stabil kapcsolat jon 1étre a fehérje és a kinaz
kozott [74]. COS7 sejtekben pedig az Src és Tks4 kapcsolata EGF-kezelés hatasara alakul ki
[10]. Ezzel szemben Tks5-nél nem sikertilt hasonld6 modon interakciot kimutatnunk (18. abra).
(Megjegyzendd, hogy mas munkacsoportnak a Tks4 és Src kozotti kdlesonhatast sem sikertilt
kimutatnia [2].)

Mivel mind a Tks4, mind az Src tobb fehérje-interakciés domént hordoz, ezért a
kapcsolat ténye nem vératlan eredmény. Raadasul nem ez lenne az elsé példa arra, hogy az
Src nemcsak foszforildlja, hanem meg is koti partnerét [274]. Igy viselkedik az Src példaul a
RACKI1 fehérje esetében is [275]. Az Src aktivitas hatdsara a fehérje foszforilalodik és
foszfotirozinjaval az Src SH2 doménjéhez kapcsolodik. EQy masik Src szubsztrat, a p130Cas
esetében pedig a fehérje C-terminalis poliprolin régidjarol mutattak ki, hogy egyrészt szerepe
van az Src aktivalasaban (a kindz SH3 doménjével a sajat prolingazdag régioja helyett a
masrészt rogziti a kinazt a fehérjéhez, ezaltal megkonnyiti a fehérje processziv foszforilaciojat
[276]. A fehérje YDYV motivuman beliil foszforilalodoé tirozinon keresztiil pedig az Src SH2
doménjéhez is kapcsolodik. A Tks4 és az Src esetében még feltarasra var, hogy a fehérjék
mely interakcids doménjei kozott jon létre a kapcsolat. A két legvalosziniibb lehetdség
egyike, hogy a Tks4 valamelyik prolingazdag régidja az Src SH3 doménjéhez kotodik.
Figyelembe véve, hogy a kolcsonhatas csak az EGF-kezelés hatasara jon 1étre,
valoszintsithetd, hogy EGF-kezelést megel6éz6en vagy az SH3 domén, vagy a prolingazdag
motivum nem hozzaférhetd. Tobb kutatoban is felmertilt ilyen zart allapot létezése a Tks
fehérjék esetében, de kisérletes bizonyitdsra még nem kerilt sor [73, 98].
Laboratoriumunkban jelenleg is folyamatban van a Tks4 ilyen iranya vizsgéalata. Eldzetes
eredményeink alapjan kimutathato kdlcsonhatas a molekuldn beliil. A masik lehetdség, hogy a
Tks4 foszforilalt tirozinja az Src SH2 doménjéhez kapcsolodik. Ez az alternativa is
magyarazatul szolgéalhat a csak EGF-kezelést kovetden kimutathatd kapcsolatra. E lehetdséget
tamasztja ald az a tény is, hogy Tks4-ben két olyan foszforilalédo tirozin is talalhatd (Y373 és
Y508), amelynek kornyezete megfelel az Src konszenzus kotészekvenciajanak (YEEI). Illetve
eléfordulhat — a p130Cas fehérjéhez hasonldan — hogy mind a két lehetdség bekovetkezik,
tehat mind a prolingazdag région, mind a foszforilalt tirozinokon keresztiil kialakul
kolesonhatas az Src kinazzal.

A Tks5 esetében immunprecipitacioval nem kimutathatd Src-interakcid nem jelenti
azt, hogy fizikai kontaktus biztosan nem jon létre a két fehérje kozott, csak annyit, hogy ha ez

a kapcsolat 1étezik, akkor az joval kevésbé stabil. Azonban az sem kizarhatd, hogy a két

69



fehérje eltér6 foszforilacios helyeinek koszonheté ez a kiilonbség, jollehet Tks5 egyik
foszforilalodo tirozinjanak (Y558) kornyezete az ELM adatbazis [277] szerint szintén
megfelel az Src SH2 domén koétémotivumanak (YDIP). Ennek eldontéséhez tovabbi
fehérje-fehérje interakciot vizsgalod kisérletek elvégzése sziikséges, kiilonds tekintettel a Tks
fehérjék és az Src kinaz megfelel6en kivalasztott ,,darabjainak™ in vitro kotédésvizsgalataira.
Mig Tks4 esetében azt is kimutattuk, hogy EGF-kezelés hatasara az allvanyfehérje
koimmunoprecipitalodik az EGFR-rel [10], addig Tks5-nél ez a kolcsonhatas sem volt lathatd
(nem mutatott kisérlet). Feltételezésiink szerint a Tks4 és EGFR kapcsolata nem kozvetlen,
hanem a fehérjék az Src tirozin kinazon keresztiil kapcsolodnak. Az Src és az EGFR kozotti
kolcsonhatas ténye mar jol megalapozott [278], valamint erre utal azon kisérleti eredményiink
IS, miszerint az Src SH2- és SH3-hianyos mutansainak overexpresszidja egyarant gatolja a
Tks4-EGFR kapcsolatot [10]. Ezek alapjan konnyen értelmezheté a Tks5 esetén hianyzo
EGFR-ko6lcsonhatas is, hiszen ha az Src-vel valé kapcsolatot sem sikeriilt kimutatni, akkor

minimalis az esélye az EGFR-rel torténd kozvetett interakcid detektaldsanak is.

7.3. APX domén szerepe — a ,,tyuik vagy a tojas” probléemdja

Membran transzportfolyamatok, receptorok jelatvitele és sok mas, alapvetd fontossag
sejtes funkcid ,,indul” citoszolikus fehérje komplexek specifikus membranokhoz valo
toborzasaval. E periférids fehérjék membranhoz kotddése szamos kiilonbozd lipid-kotd
tulajdonsaggal rendelkez6 domén altal torténik [279]. Ilyen modul a Tks fehérje csaladban is
megtalalhatd PX domén, mely az inozitol lipideket koté domének széles csaladjanak a tagja
[280]. A domén lipidkotd specifitasa mind TksS5, mind Tks4 esetében nagyon hasonlo.
Altalanossagban elmondhaté, hogy a 3-as pozicioban foszforilalt foszfatidil-inozitol lipideket
részesitik elényben, melyek a PI3-kinaz lipidtermékei [2, 10, 73, 74, 98].

Kiilonb6z6 fehérjék PX doménjeinek szekvenciaillesztésébdl kideriil, hogy a
leginkabb konzervalt részek a doménen beliil azok a bazikus és hidrofob aminosavakbol allo
régiok, melyek a foszfolipidek kotéséért feleldssé tehetdk (27. éabra). Ezek kozil is
kiemelkedik két arginin, melyek a legerésebben konzervaltak az egyes PX domének kozott

[76]. A p40ph°X fehérje szamozasa szerint az egyik az 57-es, a masik a 105-6s arginin.
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1 10 20 30 40 50 60 70
| | I I [ * I I \
pd47phox TFIRHI ALLGFEKRFVPSQH--YVYMFLVKWQDLSE - - - - - KVVYRRFTEIYEFHKTILIKEMFIP IEAGA I NPE - -
pd0phox DVAISANIADIEEKRGFTSH--FVFVIEVKTKGGSK- - - - - YLIYRRROFHAGSKLEERFGPDSKSSALA--
PI3)K GRIKEVSVFTYHKKYNPDKH- -YIYVVRILWEGQIEP - -SFVFR[TFVEFQEILHNKILS LI [FIP - - = - « - - L---
PLD1 GCPIKAQVLEVERFTSTTRVP-SINLYTIELTHGEFK -WQVKRKFKHFQEFHRE|ILLKYKAFIRIPIPTRR -
SNX1 QFDLTVGITDPEKI GDGMNA - -YVAYKVTTQTSLPLFRSKQFAVKIRIRFSDIFILGILYEKILSEKHSQNGFIVPPSP -
FISH YCVAODATVVDVEKRRSPSKH--YVYII NVTWSDSTS - - -~ - QT I YRRY|SK|FIFDILIQMQILL DKIFIP IEGGQKDPK - -
BEM1 -VDGELLVKASVESFGLEDEK - -YWFLVCCELSNGKT - -~ - - RQLK[RYYQDFYDILQVQILLDAFPAEAGKLRDAGG
MDM1 TKIYIRSYFSENSSNGLKEI -TYYIINIHHFNNGQVSS -WDMARIRIYNEFIFEILINT Y|LIKKN[FRDL MRQLQD - - -
VAMT MAANSVGKMSEKLRI KVDODVKINPKYVLYGYVSTPN- - - -« - KRLYKRYY[S EIFWK|ILIKTR[LERDVG-STIPYDFP -
80 90 100 110 120 130 140
I | I % | I | [
p47phox NRIIPHLPAPKWFDG- - - - -« - - QRAAENRQGTLITEY|ICST|LMS - - LPTKISRCPHLLD KV -RPDDL
pdlphox - - - - - CTLPTLPAKVYVGVK- - -~ - - - QEIAEMR(IPAILINAYIMKS|LLS --LPVWVLMDEDVRI YQ-SPYDS
PIBK - - - - - WKLPGFPNRMVLGRTHI - - - - - KDVAAKREKIEILINS QS[LIMN- -ASTDVAECDLVCT HP - LLRDE
PLD1 HTFRRONVREEPREMPSLPRSSENMIREEQF LGRIRKQ|LED TKILK--MPMYRNY -HATTEIFILDI -SQLSF
SNX1 -EKSLIGMTKVKVGKEDSSS - - - - - AEFLEKRIRAAILER QRIVN--HPTMLQD-PDVRE|FILEK -EELPR
FISH --QRIITPFLPGKILFRRSHI - - - - - RDVAVKRILKPIDEY|CRA|LMR--LPPHISQCDEVFR EA-RPEDV
BEM1 QW- SKRIMPYIPGPVPYVT - - = = = - - NS ITKKRKED|LINIYIVAD|ILMN--LPDYISRSEMVHSLIFIVV-LNNGF
MDM1 - - - - - LFPSKVKMS LKYHVTK- - - - - - TLLYEERKQK|LEK RELLS---ISE\CEDNIFRRLTDPTPFKL
VAM? - - - - - EKPGVLDRRWQRRYDD- - - - - - PEMIDERIR | GILERF|LINEILY NDRFDSRWRDTK IAQDEILQLSKPNV

27. adbra - Kiilonb6z6 fehérjék PX doménjeinek szekvenciaillesztése. A szekvenciakat ClustalW program
segitségével illesztették. Az alifas és aromas aminosavakat sarga, a bazikus lizin és arginin aminosavakat kék
hattér jeloli. A konzervalt aminosavak bekeretezve lathatdk, a két legjobban konzervalt arginin helyét csillag
jeloli. Forras: [76]

A Tks5 fehérjénél ez a két arginin a 42-es €s 93-as pozicidban foglal helyet. Abram ¢és
munkatarsai mar létrehoztak egy PX domén mutanst (a Tks5-bol csak a PX domént
expresszaltadk GST-fuzids fehérjeként), melyben ezt a két arginint alaninra cserélték (R42A,
R93A) és Gn. PIP strip hasznalataval vizsgaltak az elrontott doménnek a lipidkotését [98]. A
tobbi fehérjénél vizsgalt mutansokhoz hasonloan a Tks5 PX domén mutans is képtelen volt
barmilyen lipid kotésére.

Tks4 fehérje esetében a 43-as pozicidban talalhatod arginir6l munkacsoportunknak is
sikertilt kordbban kimutatni, hogy a fehérje lipid-kotésében kulcsszerepet jatszik. Triptofanra
kicserélve ugyanis sem in vitro, PIP-stripen nem sikeriilt lipid-ko6tést kimérni, a vad tipusu PX
doménnel ellentétben, sem a Tks4 fehérje foszforilacidoja nem volt megfigyelhetd, sejtes
rendszerben vizsgalva. Ezen eredmény jelentdségét tovabb noveli egy rendkiviil ritka,
autoszomalis recessziv genetikai betegség, a Frank-ter Haar szindroma. E szindrémaban
szenvedo betegek vizsgalata soran Igbal és munkatéarsai kimutattdk, hogy a 13 altaluk vizsgalt
csaladbol 7-nél a Tks4 génje mutaciot szenvedett [230]. 6 csalad esetén a mutaciod
gyakorlatilag a Tks4 fehérje teljes hianydhoz vezetett, egy esetben azonban egy pontmutaciot
talaltak, ami a PX doménben taldlhatd 43-as arginin triptofanra valo cseréjét okozta (R43W
mutacio).

Az értekezésben bemutatott kisérleteink szerint a PX domén sziikséges a Tks5 fehérje
EGF jelatviteli utban torténd megfeleld részvételéhez. A domén egy konzervalt, lipid-
kotésben fontos argininjének alaninra cserélése (R42A) ugyanis a fehérje foszforilacidjanak

elmaradasahoz vezetett (21. abra). Ez az eredményiink jol egybevag az Abram és munkatarsai
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altal kimutatottakkal [98], egyben ravilagit, hogy mar egyetlen konzervalt arginin elmutalasa
is elegend¢ a lipidkotd-képesség elvesztéséhez.

EGF-kezelést kovetden a Tks5 foszforilacidjanak elmaradésat tapasztaltuk abban az
esetben is, ha a sejteket PI3-kinaz gatloszerekkel elékezeltik (19. és 20. abra). Irodalmi
adatokbol jol ismert, hogy a PI3-kindzok Ia osztalyaba tartozo enzimeket (melyek egy
110 kDa-os katalitikus alegységbdl és egy p85 szabalyozd alegységbdl allnak) az EGFR is
aktivalni képes [244, 281]. A receptor tirozin kinazokon keresztiili aktivacié tobb modon is
megvalosulhat. Egyrészt az enzim SH2 doménekkel rendelkezd szabalyozo alegysége (p85)
kotédhet a foszforilalt receptorhoz, vagy a GTP-t kotott Ras kapcesolodik a katalitikus
alegységhez (p110) [282]. Az Src kindz csalad-altali aktivaciot is leirtdk mar, itt a p85-0s
szabalyozé alegység az Src SH3 doménjéhez kapcsolodik [283]. Az 1. osztalyba tartozod
enzimek in vitro képesek a PI, a PI(4)P és PI(4,5)P, 3-as helyen valo foszforilacidjara,
sejtekben a preferalt lipid szubsztrat a P1(4,5)P, [281, 282]. Mivel a Tks5 fehérje PX doménje
képes ezen lipidek kotésére, ezért konnyen belathatd, hogy a PI3-kinaz gatlasa esetében is — a
mutans PX doménnel végzett kisérlet eredményéhez hasonldéan — a PX domén és f0
kotdpartnerei kdzotti elrontott kapesolat eredményét latjuk.

Eredményeink alapjan ugy tiinik, hogy a Tks5 Src-altali foszforilaciojahoz sziikséges,
hogy azt megel6z6en a harmas helyen foszforilalt inozitol lipidek megjelenjenek a
membranban, €s ezekhez a fehérje PX doménjén keresztiil kik6tddjon. Vagyis a membranhoz
kapcsolodas megel6zi a foszforilaciot. Ez az elképzelés azonban ellent mond egyes irodalmi
adatoknak [98] ¢és tobb kérdést is felvet. Abram ¢és munkatarsai ugyanis cikkilk
diszkusszidjaban emlitik, hogy eldzetes eredményeik szerint a Tks5 PX doménje képes a
sajat, harmadik SH3 doménjéhez kotddni és ez az intramolekularis interakcido Src altali
foszforilacio hatasara szlinik meg.

Felmeriil a kérdés, hogy akkor mi is van eldbb, a membranhoz ko6tddés vagy a
foszforilacid? Ez egy tipikus ,,tyuk vagy a tojas” probléma, mely megoldésra var.

A Tks5 fehérjérdl ismert €s mi is kimutattuk, hogy normal koriilmények kozott diffuz
citoplazmatikus elhelyezkedést mutat. Ezzel szemben, ha a Tks5 izolalt PX doménjét
vizsgaltak GFP fuzids fehérjeként, a citoplazmaban pontszerli eloszlas latszott, mely nagy
valosziniiséggel a korai endoszomamembranokban nagy szdmban jelen 1évé PI3P-hoz vald
kotodésre utal [98]. Mivel a teljes hosszsagu fehérje esetében nem tapasztalhatd hasonld, itt
a PX domén valdsziniileg nem képes lipidkotés kialakitasara, a lipidk6td felszin esetleg egy

masik interakcié miatt elérhetetlen. Kovetkezésképpen az elézéekben ¢és az Irodalmi

72



attekintésben is felvazolt, p47phox fehérjéhez hasonld inaktiv konformécio létezése nagyonis
elképzelhetd [82, 284].

Ellenben e szerkezet kinyildsdnak szabalyozdsa eredményeink alapjan mar vitathato.
Kisérleteink soran azt tapasztaltuk, hogy a PX domén lipidko6td helyének pontmutacioval vald
elrontasa, illetve P13-kinaz gatloszerek alkalmazasa mind a membranhoz lokalizal6dast, mind
az Src altali foszforilaciot megakadalyozta. A mutans fehérje valdsziniileg igy nem tud az
EGFR-en keresztiil membranhoz asszocialt Src kozelébe jutni. Ezért feltehetden hibas az az
elképzelés, miszerint az Src altali foszforilacid okozza az inaktiv konformacié felnyilasat.
Ennek tiikkrében viszont tovabbra is kérdéses, hogy minek hatasara nyilik fel a zart szerkezet
EGF-kezelés hatasara, mely a PX domén altali membranhoz kotottséghez és végeredményben

a foszforildcidhoz vezet.

1.4. A Tks5 EGF hatasdara a plazmamembranhoz transzlokdlodik — dltalanos

szerep az aktin-tartalmu sejtnytilvanyok létrejottében

A Tks5 és Tks4 fehérjék szerepét eddig nagyrész podoszémak ¢€s invadopddiumok
kialakitasaban irtak le (lasd: Irodalmi attekintés fejezet). Am e matrixbontd, ventralis
sejtnyulvanyokon kiviil szdmos egyéb, kiilonb6zé funkcidval bird aktin-tartalmu struktiara
létezik, melyek szintén a sejtmozgast szabalyozzak [285]. Eredményeink ravilagitanak, hogy
a Tks fehérjék egyéb ilyen aktin-atrendezéssel jard szerkezetek kialakitasaban is részt
vehetnek, ugyanis kimutattuk, hogy mind az értekezésben bemutatott Tks5, mind a Tks4 aktiv
résztvevéje az EGF altal indukalt membranfodrok (angolul: membrane ruffles) képzédésének
(22. és 23. abra) [10, 74].

A membranfodrok olyan aktin-tartalmt struktirak, melyeket mozgasban 1évé
fibroblaszt sejteken figyeltek meg el6szor [286, 287]. Akkor beszéliink membranfodorrol, ha
a lemezszeri sejtnyualvany nem tud letapadni (ellentétben a lamellipodiummal), ezért a sejt
sz€lérdl, vagy a hati felszinérdl fiiggdleges iranyban nyulik, felpondorodik [285].

A TksS fehérje sejten beliili elhelyezkedését konfokalis mikroszkdpidval vizsgaltuk.
Azt tapasztaltuk, hogy EGF-kezelés hatasara az addig citoplazmatikus fehérje a
plazmamembranhoz, az aktinban gazdag sejtszéli fodrozodasokba (membranfodrokba)
transzlokalodott (22. abra). A transzlokaciot a PI3-kinaz inhibitor LY294002 alkalmazasa
csak részben akadalyozta (23. éabra), mig a PX doménen beliil Iétrehozott inaktivalo

pontmutacio (R42A) hatasara a Tks5 teljesen elvesztette azt a képességét, hogy EGF-kezelés
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hatasara a membranhoz transzlokalodjon (22. és 23. abra). Ezen eredmények is arra utalnak,
hogy a Tks5 fehérje az intakt PX-doménje és a PI3-kindz lipidtermékei kozott kialakuld
kolcsonhatas révén képes EGF-kezelést kovetéen a membranhoz kapcsolddni, mely nagy
valoszintiséggel a foszforilacid elofeltétele.

Hasonldan, Tks4 fehérje esetében is kimutatta mar laborunk — Geiszt Miklos és Lanyi
Arpad munkacsoportjaval egyiittmiikodve — hogy a fehérje COS7 és HelLa sejtekben is a
novekedési faktor kezelés hatdsara kialakuld, aktinban gazdag sejtszéli fodrozodéasokba
lokalizalodik [10, 74]. A Tks5-t6l eltéréen, a Tks4 fehérje legalabb két fiiggetlen modon
rogziilhet a membran kozelében. Ugyanis a PX-domén lipidkotésén kiviil az Src-kozvetitette
EGFR asszociacio altal is kapcsolodni képes (mint ahogy azt a Diszkusszio ,,hasonloésagok ¢€s
kiilonbségek a TksS és Tks4 fehérjék kozott” fejezetében mar emlitettem) [10]. Nem
egyediilallo, hogy egy szabalyoz6 fehérje két fiiggetlen kdtdhelyen keresztiil transzlokalodik a
membranhoz. Példaul a guanin-nukleotid kicseréld faktor Sos C-terminalis prolingazdag
foszfolipidekhez kapcsolodik [288]. Tks4 esetében azonban a két kotohely valosziniileg nem
egyenértékii, hanem a PX domén membranhoz kétddése az elsddleges jelentdségli, ugyanis a
PI3-kinaz gatlasa és a PX domént inaktivalo mutaciok a Tks5-h6z hasonldoan mind a Tks4

A Tks fehérjék lipidkotésének elrontasa (akar a PX domén elmutalasaval, akar a
lipidtermékek képzddésének gatlasaval) nemcsak a fehérjék membranfodrokba torténd
membranfodor képzddés is. Erre utal az a megfigyelés, mely szerint azokban a HelLa
sejtekben, ahol a Tks4 expresszidjat siRNS segitségével csendesitették, EGF hatasara keveésbé
alakulnak ki membranfodrok [74]. Nagy valoszintiséggel a Tks fehérjék membranhoz
kotddésének zavardval magyarazhaté az a két aldbbi tanulmanyban kozolt eredmény is,
miszerint a P13-kinaz-gatlas kovetkeztében a membranfodrok képzédése elmaradt [289, 290].

A novekedési faktorok — mint példaul az EGF vagy PDGF - éltal indukalt
membranfodor képzddés (ruffling) mar régota ismert folyamat [6, 291-293]; molekularis
hatterét — mely végeredményben az aktin szalak elagazodasat meginditd Arp2/3 komplex
aktivalodasdhoz vezet — hosszu ideje vizsgaljak. A komplex 6 aktivatorai az N-WASP és
WAVE fehérjék — melyek tobbek kozott a Cde42 és Rac kis GTPazok szabalyozésa alatt
allnak [294] — valamint az aktin-halozat kialakitasaban és stabilizalasaban is szerepet jatszo

cortactin [295].
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A Tks5 (és Tks4) fehérjék pontos szerepe/elhelyezése ebben a rendszerben még
tisztazasra var. Fontos megemliteni azonban, hogy a Tks4 fehérjér6l mar sikeriilt kimutatni,
hogy a kialakulé6 membranfodrokban kolokalizaciot mutat a cortactinnal [74]. A két fehérje
kolcsonhatasat koimmunoprecipitacios és GST-pulldown kisérletekkel igazoltak [74].

Tks5 fehérje esetében, a membranfodor-képz6désben részt vevd, kolcsonhatd
partnerek azonositasat célzo kisérletek még el6ttiink allnak. Mivel azonban a podoszomak,
invadopddiumok és a membranfodrok szabalyozasanak molekularis hattere nagyon hasonld —
e dinamikus struktirdk valoszinlileg univerzélis, konzervalt ,,gépezetet” hasznalnak a
plazmamembran modositasara és alakitasara, mely az N-WASP, Arp2/3, cortactin és dinamin
fehérjékbdl all [146, 296] — nem lenne meglepd, ha a TksS fehérje podoszomak esetében leirt
partnerei (pl. cortactin, N-WASP, dinamin [72, 131, 132]) felbukkannanak a membranfodor
kialakuldsdnak szabalyozasanal is.

Az eddigiek alapjan valdsziniisithetd, hogy a Tks5 (és Tks4) fehérjek altalanos,
kdzponti szerepet toltenek be az aktin-tartalmu struktarak kialakitasaban, az aktin-szabalyozo

fehérjék megkdtésén keresztiil.

7.5. A Tksa™W mutans karakterizdldsa

Laborunk a Tks5 fehérje vizsgalata mellett a kozel rokon Tks4-el is vizsgalatokat
folytat. Igy deriilt fény arra, hogy mig a Tks5 esetében, a lipid-kétés vizsgalatara létrehozott
PX domén mutans (R42A) a vad tipushoz hasonld mértékben expresszalodik a sejtekben, és —
mikroszkopos kép alapjan — a sejten beliili eloszlasa is hasonlo, addig a Tks4 esetében
vizsgalt, ugyanazon konzervalt arginint (lasd: Diszkusszid, ,,A PX domén szerepe” fejezet)
elrontd pontmutins (R43W) a sejtekben nagyméretli aggregatumokat képez, emiatt a
sejtlizatumokban csokkent expressziot mutat [10]. Rogton feltiinik a kiilonbség, miszerint
TksS esetében a kisméretii, semleges alaninra cseréltiik az arginint, mig Tks4-nél egy joval
nagyobb, imidazolgytiriis triptofan lett beépitve helyette. A valasztas oka az volt, hogy a
Frank-ter Haar szindromas betegek egy csoportjanal is azonositott pontmutacio (lasd:
Irodalmi attekintés fejezet) biokémiai hatterét vizsgalni kivantuk. Igbal és munkatarsai
felfedezték ugyanis, hogy a Tks4 PX doménjében R43W aminosav cserét okoz6 pontmutacio
— mely egyetlen csalddban volt megtalalhatdé — a fehérje teljes hianya altal okozottakkal
azonos tlineteket okoz [230].

A mutins fehérje rendellenes lokalizacidjat, sejten beliili elkiilonitésének

mechanizmusat tovabb vizsgalva sikeriilt kimutatnunk, hogy a sejtlizatumokban tapasztalt
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csokkent fehérjemennyiség oka, hogy a fehérje a detergensek altal oldhatatlan frakcioban
jelentkezik [297]. Bizonyitottuk, hogy a mikroszkopos képeken lathato fehérje-aggregatum a
mikrotubulus-rendszer altal odaszallitott, aggresszomanak nevezett ,,zarvanynak” felel meg,
mivel az aggresszoma-marker HDACG6-al kolokalizaciot mutatnak (25. abra) és az
irodalombdl ismert vimentin ,,ketrec” veszi 6ket koriil (26. abra). Mivel az aggresszoémak
képzddése a proteoszoma-rendszer mellett miikddé masik fehérje-eliminald folyamat, ezért
eredményeink alapjan valdszintsithetd, hogy az R43W mutans Tks4 feltekeredése sulyos
zavart szenved, ezért aggresszomakba rendezédve kiiloniil el a sejtekben. Ezzel
magyarazhat6, hogy az egyetlen pontmutacidét hordozé Tks4-el rendelkezd betegek tiinetei
miért hasonléan sulyosak, mint a tobbi — a fehérje teljes hianyat okozé mutaciokkal
rendelkez6 — Frank ter-Haar szindromas beteg esetében. Eldontetlen kérdés még, hogy az
aggresszoma képzés fliggetlen folyamat, vagy csak a proteaszOma-rendszer tultelitédése
esetén aktivalodik. Eredményeink az utobbi lehetéségnek kedveznek, mivel a sejtpermeabilis
MG132 inhibitorral gatolva a proteaszomat, a sejtmag melletti aggregatumok szama dramaian
megndtt [297]. Tovabbi vizsgalatok sziikségesek annak eldontésére, hogy ha nem
overexpresszalt mennyiségben van jelen a vizsgalatok sordn a fehérje, akkor aktivalodik-e az
aggresszoOmaképzddés.

A fehérje-aggregatumok felhalmozodasa sejten beliil (vagy sejten kiviil) gyakran
osszekapcsolhatd  kiilonb6z0 human betegségekkel, melyeket Osszefogaléan fehérje-
konformécios betegségeknek neveziink. Ide sorolhatok a kiilonb6zé neurondegenerativ
megbetegedések (mint az Alzheimer-kor vagy a Parkinson-kor), és a kiilonbozo fajta
amiloidozisok is [298].
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8. OSSZEFOGLALAS

A Tks5 egy nagyméretli, multidomén allvanyfehérje, mely 1133 aminosavbdl all.
N-terminalisan egy foszfatidil-inozitol lipidek megkotésére képes PX domén talalhatd, melyet
0t SH3 domén kovet, melyek mas fehérjék prolin-gazdag régioit ismerhetik fel. A Tks5 maga
is szamos ilyen motivummal rendelkezik, mely tovabb ndveli a fehérje-fehérje
kolesonhatasok lehetdségeit.

Eddigi ismereteink szerint a Tks5 allvanyfehérje Src-fiiggd modon — egyes aktin-koto
¢és aktin polimerizaciot elinditdo fehérjék megkotésén keresztiil — részt vesz az aktin
citoszkeleton atrendezddésében ¢és podoszomak/invadopodiumok képzésében, mind
invaziv/rakos, mind normélisan mikddo, migraciora képes sejtek esetén.

Jelen értekezésben bemutatott kutatdsaink fo célja a Tks5 fehérje EGF-jelpalyaban
val6 részvételének vizsgalata.

Kiilonbozd sejtvonalakat hasznalva néztiikk mind az endogén-, mind a tiltermeltetett
fehérje tirozin-foszforilaciojat EGF-kezelés hatasara. A  sejtlizdtumokbol a fehérjét
immunprecipitalva, Western blot-tal vizsgéltuk a foszforilaciot, illetve immunfestést kovetden
konfokalis mikroszkoppal a fehérje sejten beliili lokalizdcigjat. A PX domén szerepét
irdnyitott mutagenezissel 1étrehozott PX domén mutéans fehérjén tanulmanyoztuk.

Kimutattuk, hogy EGF-kezelt sejtekben a Tks5 perceken beliil tirozinon
foszforilalodik és a foszforilacido szintje legalabb 2 oran keresztiil fennmarad. Specifikus
kinaz-gatloszereket hasznalva bizonyitottuk, hogy a foszforilacidért az Src tirozin kinaz
felelés. Megmutattuk, hogy EGF-kezelés hatasara a Tks5 a kialakuldé aktinban-gazdag
sejtszéli fodrokba lokalizalodik, mig a PX domén mutins fehérje csokkent membran-
transzlokaciot, valamint csokkent tirozin-foszforilaciot is mutat. Hasonld volt megfigyelhetd
PI3-kindz inhibitorok hasznalata esetén is, bizonyitva, hogy a PI3-kinaz lipidtermékei, a
foszfatidil-inozitol-3-foszfatok sziikségesek a PX doménen keresztiili membrankapcsolathoz.

Ezen eredmények alapjan, a korabban vizsgalt Tks4-hez hasonloan, a Tks5 fehérjét is
az EGF jelpalya 0j tagjaként azonositottuk.

Konfokalis mikroszkopia segitségével bizonyitottuk, hogy a Tks4 fehérje
PX doménjében 1évd 43-as arginin triptofanra valdo mutacioja a fehérje hibas tekeredéséhez és
megfigyelés, miszerint ez a mutacio a fehérje teljes hianya esetén megfigyeltekkel azonos

tiineteket okoz a Frank-ter Haar szindromas betegekben.

77



9. SUMMARY

Tks5 is a large multidomain scaffolding protein consisting of 1133 amino acids. At the
N-terminus, a PX domain can be found capable of binding different phosphorylated inositol
lipids followed by five SH3 domains which can recognize proline-rich regions of other
proteins. Tks5 itself also possesses several proline-rich motifs further increasing the
possibility of protein-protein interactions.

It is well known, that Tks5 scaffold protein is involved in the reorganization of the
actin cytoskeleton in a Src-dependent manner and the formation of podosomes/invadopodia,
both crucial for invasive/cancerous and normal migratory cells.

The main goal of our research presented in this dissertation is to study the possible
involvement of Tks5 protein in the EGF signaling pathway.

Using different cell lines we tested the tyrosine phosphorylation of both endogenous
and overexpressed Tks5 proteins upon EGF treatment by immunoprecipitation and Western
blot analysis. To study the subcellular localization of Tks5, the protein was visualized by
immunostaining and confocal microscopy. Furthermore, we examined the behaviour of the
mutant PX domain in which the conserved arginine 42 was changed to alanine by site-
directed mutagenesis.

We showed that, in EGF-treated cells, Tks5 is tyrosine phosphorylated within minutes
and the level of phosphorylation is sustained for at least 2 hours. Using specific kinase
inhibitors, we demonstrated that tyrosine phosphorylation of Tks5 is catalyzed by the tyrosine
kinase Src.

It was also revealed that upon EGF treatment wild type Tks5 translocates to the
protruding actin-rich membrane ruffles, while the PX domain mutant protein shows decreased
membrane translocation and reduced tyrosine phosphorylation. Interestingly, pretreatment of
the cells with PI3 kinase inhibitors demonstrated that phosphatidylinositol 3-phosphates, the
products of PI3 kinases are necessary for membrane recruitment of Tks5 via its PX domain.

Our results therefore identify Tks5, similar to the previously investigated Tks4, as a
novel component of the EGF signaling pathway.

We have also demonstrated by confocal microscopy that mutating the conserved
amino acid residue Arg43 to tryptophan in the PX domain of Tks4 protein leads to the
production of misfolded Tks4 which is transported to aggresomes within cells. This is
probably explaining the observation why this mutation leads to the same symptoms in Frank-

ter Haar syndrome patients as observed in the case of the complete loss of the protein.
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