Uj citoszkeletalis scaffold protein jellemzése és tumorképzodésben jatszott szerepének
vizgalata (K 81676)

A palyazat {6 célkitlizése HOFI (Homologue of FISH, Tks4/fad49/SH3PXD2B) adaptor
fehérje jellemzése, protein interakcidinak vizsgélata és a tumorok kialakuldsdban jatszott
szerepének vizsgalata volt.

A fehérjét harom kutatécsoport azonositotta egymadstdl fiiggetleniil. Kutatdécsoportunk a
p47°™* fagocita oxiddz komplex komponensének homolég fehérjéit keresve (BLAST
analizissel) izoldlta a HOFI protein cDNS-ét, specifikus ellenanyagot allitott el6 majd igazolta
a fehérje expresszigjat sznte minden letapadé sejttipusban. A Sara Courtneidge éltal vezetett
csoport a FISH/Tks5fehérjével mutatott homoldgia alapjdn azonositotta a gént és Tks4
(tyrosine kinase substrate with four SH3-domains) nevezte el. A Courtneidge csoport a
FISH/Tks5 fehérje vizsgdlatakor azt taldlta, hogy az invadopddiumok és a kialakuldsukban
alapvetd szerepet jatsz6 FISH/Tks5 fehérje jelenléte az emlé-tumorok novekedéséhet in vitro
és 1n vivo is szijkségesl’2 Mivel a FISH/TksS a szerkezet €s szekvencia alapjan a HOFI fehérje
legkozelebbi homoldgja, funkciondlis dtfedés a két protein kozott, vagy egymds funkcidinak
szabalyozasa (kompeticio 4altal) nagyon valdszini. Valdban, sajat csoportunk és Sara
Cortneidge kutatocsoportja is kimutatta, hogy a HOFI (Tks4) fehérje megtaldlhaté és
eszencidlis a podoszomék és invadopddiumok kialakuldsdhoz és funkciondlis aktivitdsanak
(pl. protedzok szintézisének) biztositdsdhoz. Mivel ezek a sejt-képzédmények alapvetd
szerepet jatszanak a sejtek in vitro €s in vivo mozgasdban is, gén-csendesités modszerével és
HOFI KO-egerek sejtjeinek felhaszndldsaval részletesen tanulmanyoztuk a HOFI fehérje
migricidra gyakorolt hatasat.

A FISH/TksS protein szerepet jatszik tovabbd a metasztazisok vaszkularizacigjaban
kialakitasaban is”, igy vizsgaltuk a HOFI fehérje és endotél sejt migraciéra és endotél
sejtfunkcidkra gyakorolt hatdsat, valamint szerepét a tumorok altal indukalt érképzésben. A
HOFI fehérje in vivo funkcioja a normal egyedfejlédésben is rendkiviil fontos. Két fliggetlen
allatmodellben HOFI hianyaban glaukéma, hallaskdrosodas, csokkent testméret, koros
csontfejlédés és a fehér zsirszovet szinte teljes hianya figyelhetd meg **. A protein hidnya
emberekben a Frank-TerHaar szindroma (MIM249420) kialakuldsahoz vezet 3,

A PALYAZAT ALTAL TAMOGATOTT KUTATAS LEGFONTOSABB EREDMENYEI:

L A HOFI/Tks4 fehérje cellularis lokalizacidja, protein interakcioi

Vizsgalatainkban tobb egymast kiegészitd mdodszer felhasznalasaval vizsgaltuk a HOFI
protein lokalizacidjat, interakcidit, €s funkcidit. A teljes hosszusagu proteint vagy annak
kiilonbozé doménjeit expresszald plazmidok felhasznaldasaval, RNS interferencia HOFI-
specifikus ellenanyagok felhaszndldsaval kimutattuk, hogy

A) a HOFI protein citoplazmatikus, és perinukledris festddést mutat, de névekedési
faktorok hatdséra a fehérje a keletkez6 membranfodrokba és lamellipodiumokba
helyezddik at. Ezt HOFI-specifikus antitest és fiizids protein overexpresszidval is
megerdsitettiik.

B) RNS interferencia segitségével (stabil sejtvonalakban €s tranziens transzfekcidval is)
kimutattuk, hogy a HOFI protein hidnyaban az EGF-indukédlt membran-fodrok és
lamellipodiumok szdma és mérete erdsen csokken.



C) A HOFI fehérje hidnyédban a cortactin EGF-indukdlt membran-fodrokba és
lamellipodiumokba torténd transzlokacidja elmarad.

D) A HOFI protein komplexet képez a cortactinnal valamint a Src protein tirozin kindzzal
5

E) Buday Laszl6 kutatécsoportjdval kollaboracioban kimutattuk, hogy EGF hatdséra a
és a HOFI egy komplexben taldlhaté. A komplex létrejotte PI3-kindz és Src-fliggd
folyamat ® A PI3-kin4z 4ltal foszforilalt foszfatidil-inozitol-bis-foszfatok és (3,4,5)-
trifoszfat kotést 1étesit a HOFI fehérje PX-doménjével (Phox homology domain) ° ’6.

IL. A HOFI/Tks4 fehérje funkcionalis jellemzése
I1.1. A HOFI sejtproliferdciora gyakorolt hatdsdnak vizsgdlata.

A HOFI protein magas szintli expresszidja kiilonb6z6 tumoros sejtekben gyakori. Az
overexpresszio tumorokban utalhat onkogén hatdsra, de mutdcid éltal inaktivalt tumor
szupresszor fehérjék esetrében (pl.a p53 fehérje esetében) is megfigyelhetd overexpresszio.

A HOFI fehérje daganatsejtekben jdtszott szerepének vizsgalatara RNS-interferencia
segitségéel tobb kiilonbozd tipusu tumorbol szarmazé HOFI-negativ fiiggetlen sejtvonalat
hoztunk 1étre. Az RNS interferenciat a HOFI gén két kiilonb6zo szekvenciara specifikus
shRNS-t expresszalo plazmid stabil transzfekcigjaval véltottuk ki. A kontrol sejtvonalak négy
,pontmutaciot” hordoz6 shRNS-t expesszaltak.

HOFI-hidnyos HeLLa (human méhnyak rdk) YDFR B3 és A2058 humédn melan6ma
sejtvonalak proliferacidjanak vizsgalatakor azt taldltuk, hogy a HeLa és a YDFR sejtek
proliferaciéja HOFI hidnydban fokozddik, viszont az A2058 sejtekben csokken, ami azt
jelezheti, hogy a HOFI protein komplex mddon képes a sejtproliferdcio szabalyozasara,
esetleg tobb jelatviteli ttvonal egyiittes szabédlyozasdval, amelyek aktivitasa kiilonb6zo lehet.
A tumorsejtek eltérd ,,fejlodésébdl eredd kiillonbségek kikiiszobolésére HOFI-hidnyos
egerekbdl szarmazo embrio fibroblaszt sejteken tervezziik a sejtproliferdcidra gyakorolt hatds
analizisét (ezek a kisérletek jelenleg folyamatban vannak).

I1.2. A HOFI fehérje sejtmozgdsokra és sejtmigrdciora gyakorolt hatdsdnak vizsgdlata
primer sejtek (pl. HUVEC, csontvelo-eredetii egér makrofigok) és sejtvonalak (HelLa,)
felhaszndldsdval.

A sejtek irdnyitott mozgdsa, migracidja a szovetekben szdmos normadl, és patoldgids
folyamatnak (példdul a tumorsejtek metasztazis-képzése) meghatdroz6 eleme, amelynek
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molekulédris mechanizmusa nem ismert részleteiben. A HOFI fehérje a migraciéban fontos
sejtképzédmények (lamellipodiumok, podoszoémak) kialakitdsdban jatszott szerepe altal
fontos szabdlyozé protein lehet.

A HOFI sejtmigraciora gyakorolt hatasait az elézdekben leirt HOFI-hidnyos sejtvonalak,
HOFI-specifikus siRNS tranziens transzfekcidjdval géncsendesitett humdn makrofdgok
valamint Hofi-hianyos egerekbdl szarmazd csontvel6-eredetli makrofagok vizsgalataval
végeztik. A kisérletek Dr. Czirék Andras és Dr. Méhes Elod (ELTE, Biofizika Tanszék)
kozremiikodésével, time-lapse videomikroszkdépia és standard transwell kisérletek
felhasznaldsdval torténtek.

Legfontosabb megfigyeléseink a kovetkezok:

1. A HOFI fehérje hidnydban a HUVEC sejtek és a csontveld-eredetli egér makrofagok
kédimenzids (2D) spontdn motilitdsa fibronektinnel bevont feliileten meglepd mdédon nem
csokken, hanem kis mértékben novekszik. A motilitds fokozddik sphingosin 1-phosphate
jelenlétében. Ezt a megfigyelésiinket videomikroszkoépos €s transwell kisérletek is igazoltdk.

2. Hasonl6 rendszerekben a transzformadlt sejtvonalak (pl. HeLa sejtek) migraciéja HOFI
hidnyéaban csokken.

3. Az élettani szempontbdl relevdnsabb hdrom-dimenzidés (3D) sejtmozgasok vizsgédlatakor
kimutattuk, hogy 3D Type-I kollagén gélben a HUVEC sejtek és a primer egér makrofagok
motilitdsa is fligg a HOFI jelenlététd]l, HOFI hidnydban jelentds mértékben csokken. A HOFI-
hidnyos HeLa sejtek mozgésa 3D kollagén gélben szintén csokken.

4. HOFI fehérje hidanydban nemcsak a HUVEC sejtek 3D mozgasa csokken, az egymadssal
1étesitett kapcsolatok szama is kvantitdlhat6 médon csokken. Vagyis a fehérje hidnyaban az
endotél sejtek altal kialakitott 3D halozat egyszeriibb, ami a HOFI érhalozatok kialakulasaban
jatszott szabalyozo funkcidjdra utal.

5. A HOFI hidnydban a HUVEC és az egér makrofag sejtek proteolitikus aktivitasa jelentds
mértékben csokken. A sejtek fluoreszcens festékkel (FITC) jelolt zselatinnnal fedett
targylemezekre helyezve nem vagy csak igen kismértékben képesek a FITC-zselatin
emésztésére. Ez magyardzhatja a 3D motilitds csokkenését Typel kollagén gélben.

Osszefoglalva, kimutattuk, hogy a HOFI fehérje primer sejtekben és tumor sejtvonalakban is
fontos szabdlyozoja a sejtmozgadsnak, és alapvetd szerepe van a sejt dltal termelt proteolitikus

crer

membrdn tipusu metalloproteindz szabdlyozdsdn keresztiil fejtheti ki. Mivel a HOFI fehérje és
az MTIMMP is a podoszomdkban és a tumor sejtek invadopodiumaiban lokalizdlodik direkt
vagy indirekt komplex képzés a két protein kézott valoszinii.

I1.3. A HOFT szerepe az endotél funkciok szabalyozasaban.

A tumor-progresszié esszencidlis 1épése a tumor-asszocidlt érhdlézat kialakuldsa.
Eredményeink szerint a HOFI fehérje hidnya jelentdsen befolyasolja a human endotél sejtek

3



(HUVEC) migraciojat és érképzést in vitro, tovdbba a HOFI-homolog FISH (Tks5) fehérjérol
Sarah Courtneidge csoportja kimutatta, hogy sziikséges egyes tumorok érhédlézatanak
kifejlédéséhez in vivo %. Ezért ugy dontottiink, hogy megvizsgaljuk, van a HOFI fehérje
hatdsait az endotél sejtfunkciok szempontjabdl fontos jeldtviteli dtvonalakra. Mivel az
sphingosine 1-phosphate (S1P) molekula fontos szabdlyozdja az endotél sejtek migracidjanak,
az angiogenezisnek €s az erek megtartdsdnak, megvizsgaltuk, hogyan véltozik S1P hatdsédra az
egyes fehérjék foszforilacija. HUVEC sejtekben a HOFI expressziot specifikus siRNS
transzfekcidjaval gétoltuk, majd a sejteket S1P-vel aktivéltuk és a sejtlizitumokban protein
array-k segitségével mértilk a MAP-kindzok, az NF-kB1 és a PI3K/Akt/mTOR/p70S6 ttvonal
fehérjéinek foszforil4cidjat.

Kimutattuk, hogy az emlitett fehérjék foszforilacidja a HOFI hianyaban fokozott mértékii. A
p53 fehérje S1P-indukélt foszforildcidja ugyanakkor HOFI hidnydban csokkent. Ezek a
megfigyelések teljes 0sszhangban dllnak kordbbi eredményeinkkel, (Bogel €s mtsai) melyek
szerint a HOFI fehérje része az EGFR/PI3K/Akt/mTOR jelpédlydnak a €s azt jelzik, hogy a
HOFI fehérje a jelpalydk fontos szabalyozodja lehet. regulator szerepét valoszinisitik.
Feltételezésiink szerint a sejt altaldnos metabolizmus szabélyozdsaban is részt vehet.

A fenti jelpélydk fontos szerepet jatszanak az endotél sejtek szaporoddsanak és/vagy stressz-
tliré képességének szabalyozasdban. A padlydzat keretében végzett kutatdsaink egyik
legfontosabb eredménye szerint a HOFI fehérje jelenléte esszencidlis a hidrogén peroxid,
vagy a gyulladasi citokinek (IL-1B, TNFa) altal indukalt Cox-2 expresszidjdhoz. Ez utébbi
megfigyelésiink kiilondsen izgalmas, mivel a tumor-kornyezetben a Cox-2 expresszidja
angiogenezist serkentd hatasti, és tobb fiiggetlen tumormodellben is kimutattdk, hogy
eszencialis a tumorok kifejlddédéhez. A Cox2 expresszié csokkenése, csokkentése a terdpia
szempontjabol fontos lehet.

I1.4. A HOFI fehérje tumor progresszioban jatszott szerepének vizsgalata.

A HOFI fehérje tumorprogresszidra gyakorolt in vivo funkcidinak vizsgdlatdhoz két fiiggetlen
egérmodellt haszndlunk. Az egyik egy természetes KO egértorzs (nee) * amelyet a Jackson
laboratériumban 1irtak le, a masik Buday Laszldval kollabordciéban a Taconic Biosciences,
Inc. dltal kifejlesztett Sh3pxd2b/HOFI kondiciondlis KO t6rzs®. A két torzs fenotipusat
tekintve azonos, bar az Sh3pxd2b kondiciondlis KO egerek életképessége a sziiletés koriili
iddszakban jelentdsen gyengébb. Az utobbi egértdrzsnek azonban nagy elénye, hogy
lehetdség van a HOFI gén szovet-specifikus elimindcidjdra az 5. és 6. exon kornyezetében
taldlhaté LoxP helyek segitségével.

A HOFI fehérje tumor novekedésre gyakorolt hatasaval kapcsolatban két fontos
kérdésre keressiik a valaszt:

1) Hogyan befolyasolja a HOFI fehérje a sejtek proliferacidjat?

2) Hogyan befolyésolja a HOFI fehérje a tumor-asszocidlt sztroma funkcigjat?



1) A HOFI fehérje tumorsejt proliferaciora gyakorolt hatasanak vizsgalata SCID
egerekben

A Debreceni Egyetem éllathdzdban bedllitottuk a SCID egerek tenyésztésének feltételeit.

- Kimutattuk, hogy SCID egerekben az A2058 humédn melanéma sejtek novekedése
HOFI hidnyédban fokozddik. Az eddigi két kisérlet alapjdn a tumorok mérete nagyobb
és a daganatok hamarabb jelennek meg. A tumorok érhélézatdnak vizsgdlata és a
tumorok in vivo proliferaci6janak analizise (BrdU beépiilés mérésével) folyamatban
van.

- Mivel az in vitro proliferacids kisérletekben kiilonbség volt a HOFI sejtproliferacidra
gyakorolt hatasat illetéen, igy sziikséges tovabbi sejtvonlak (pl a YDFRB3 vonal)
vizsgélata SCID egerekben.

2) A HOFI fehérje szerepe a Tumor asszocialt sztroma funkciokban.

Az utobbi évek fontos eredménye a tumor-asszociélt sztroma tumorprogresszidban jatszott
szerepének felismerése 7. A sztréma legfontosabb funkcidja a tumor oxigén- €s
tdpanyagsziikségletének (érhdldzatdnak) valamint immunszupressziv kornyezetének
biztositasa.

A HOFI fehérje tumor-asszocidlt sztroméra gyakorolt hatdsét a jol ismert B16 melanéma és a
Lewis-Lung Carcinoma (LLC) modellben tanulméanyoztuk.

- Vad-tipusu és HOFI-hianyos (nee) egerekbe (subcutan) B16 egér melanoma vagy
LLC egér tiid6 tumor sejteket oltottunk €s mértiik a tumorok méretét és erezettségét. Két
egymastol fliggetlen kisérletben megfigyeltiik, hogy a HOFI-hidnyos egerekben a tumorok
novekedése jelentds mértékben csokken. Erdekes modon a tumorok érhalézata nem
kiilonbozott szembetiinden.

- a tumorok méretének csokkenését okozhatja az immunfunkcidk megvaltozasa a
sztromdaban, de nem zéarhat6 ki az sem, hogy a KO-egerekben a fehér zsirszévet hidnya gétolja
a tumorok gyors novekedését.

- Hipotézisiinket csontvel? transzfer kisérletekkel vizsgaltuk.

- B6.SJL-Ptprca Pepcb/BoylJ (BoylJ) egerek immunrendszerét sub-letdlis (11Gy)
besugarzast kovetden vad-tipusd vagy HOFI-hidnyos allatok csontveld sejtjeivel
rekonstitudltuk. Amennyiben a tumornévekedésben tapasztalhato kiilonbség a testtomeg, vagy
a zsirszovet mennyiségének kiilonbségére vezethetd vissza, a csontvelod transzfert kovetden a
kiilonbség megsziinik (a transzplantdlt dllatok testtomegében és a zsirszovet mennyiségében
nem taldltunk eltérést). A transzplantalt egerekkel végzett kisérleteinkben azonban a
tumorndvekedésben tapasztalt kiillonbségeket tovabbra is ki tudtuk mutatni. A HOFI-hianyos
csontveldt kapott egerekben a tumorok lassabban néttek, ami a jelenség hematopoetikus
hatterére utal. A HOFI T- és B-sejtekben neutrofilekben €s monocitdkban nem
expresszalodik, igy feltételezhetd, hogy a csokkent tumorméretért a tumor-asszocialt
makrofagok, és/vagy myeloid szupresszor sejtek lehetnek felelosek.

-A HOFI tumor-asszocidlt makrofag funkcidkra gyakorolt hatdsat a tumorba infiltralé
sejtek szamanak 4s mindségének meghatirozasaval (dramlasi citometria,



immunfluorescencia) végezziik. Eldzetes eredményeink szerint a HOFI-KO sztromaba
injektalt B16 sejtekben a besziirodé M 1/M2 makrofagok aranya megvaltozik.

- Tovabba létrehoztunk egy szovet-specifikus HOFI-KO transzgenikus egértorzset,
amelyben a LoxP szekvencidk éltal hatarolt HOFI génszakasz a lizozim promoter altal
szabélyozott CRE-rekombindz 4ltal az egerek makrofagjaiban (szelektiven) kimetszédik, ami
a HOFI gén makrofag-specifikus inaktiviciéjdhoz vezet. Ebben az egértérzsben jol
vizsgdlhatok lesznek a HOFI fehérje makrofdg funkcidkra gyakorolt hatdsai. A modell elénye
tovdbbd az is, hogy a teljes KO-val szemben ezekben az egerekben nem alakulnak ki a nee
egerekben megfigyelhetd sulyos fejlodési rendellenességek (Lanyi és mtsai).

A pélyézat 4ltal timogatott kutatds legfontosabb eredményeinek osszefoglaldsa:

1.

A HOFI fehérje expresszidjanak intracelluldris lokalizdcidojanak meghatarozdsa

A HOFI fehérje protein interakcidinak vizsgalata, 3 4j fehérje interakcioé (EGFR,
Src és cortactin) leirdsa

. kimutattuk, hogy a primer endotélsejtek, egér makrofagok és tumor sejtvonalak

migracidja 3D kollagén gélben HOFI hidnyaban erdsen csokken.

. A csokkent migraciét az MT1-MMP metalloproteindz HOFI-fliggd aktivaciojanak

elmaraddsa okozhatja.

HUVEC sejtekben kimutattuk, hogy a HOFI fehérje hidnyaban fokozddik a
PI3K/Akt/mTOR jelpalya aktivitdsa és a stressz-indukalt valamint a gyulladési
citokin-indukalt COX2 expresszié elmarad, vagy minimalis mértéki.

A HOFI fehérje szabalyozza a tumorsejtek szaporodasat, de hatdsa nem azonos
kiilonb6z6 sejtvonalakban.

. A HOFI fehérje hidnyaban a B16 melanoma és az LLC egér tumor sejtvonalak in

vivo novekedése lassabb, amely a tumor-asszocidlt sztroma immunsejtjeinek
funkcidvaltozasara vezethetd vissza.

Létrehoztunk szdmos HOFIKO tumor sejtvonalat, transzgenikus és szovet-
specifikus HOFI-KO torzseket, melyek segitségével a HOFI protein in vitro €s in
vivo funkci6i vizsgélhatok.

Az adatok felhaszndldsdval tovabbi két kézirat megjelenése varhatd, egy HOFI endotél
funkcidkra gyakorolt hatdsdval kapcsolatban, egy masik a HOFI tumor-aszocilt sztrémara és
a tumorprogresszidra valé hatasaval kapcsolatban.



Summary of the most important findings:

1. Characterization of the expression pattern and the intracellular localization of the
HOFI adaptor protein.

2. Identification of three novel protein interactions of HOFI (EGFR, Src and cortactin)
3. We found that 3D migration in type I collagen gels of primary endothelial cells,

macrophages and tumor cell lines is grossly reduced in the absence of HOFI.

4. The activity of MT1-MMP membrane type metalloproteinase is dependent on the
presence of HOFI in endothelial cells, which explains the reduction of motility in 3D collagen
gels.

5. We found that in HUVECs S1P-induced activation of the PI3K/Akt/mTOR signaling
pathway is increased in the absence of HOFI. In addition, we showed that cytokine- or
oxidative stress-induced activation of COX-2 expression in HUVECsS is dependent on the
presence of HOFL.

6. The effect of HOFI on proliferation of human cancer cell lines is quite variable,
suggesting that HOFI is part of a complex network regulating cell-proliferation.

1. In HOFI-deficient mice the growth of the growth of the B16 murine melanéma and the
LLC murine lung tumors is slower due to altered development of the tumor-associated
stroma. Our by bone-marrow transfer experiments suggest that, altered immune cell functions
are responsible for the slower growth of the tumors.

8. During this grant period we established multiple HOFI-negative cell lines, transgenic
and a transgenic strain, in which HOFI expression is only defective inmacrophages
(macrophage-specific KO). These cell lines and genetic models will be useful for further
functional studies.
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