ZAROJELENTES

A Tks allvanyfehérjék szerepének vizsgalata az gélpalyaban (OTKA K83867)

Palyazatunk munkatervében azt irtuk, hogy tanulmZnyk a Tks4 fehérjecsalad szerepét az
EGF jelpdlyajdban. Ezen belll vallaltuk, hogy viéfgk az EGFR/Tks4 interakcio
természetét, illetve azonositjuk a Tks4-t foszéddilkindzt. Terveztik tovabba, hogy siRNS
technikaval csendesitjik a fehérje génjét, hogkdiomalis vizsgalatokat is tudjunk végezni,
illetve tovabbi interakcios partnereket is kivantakzonositani. Végezetil két tovabbi
vallalasunk is volt: a Tks4 génhianyos egér létrdisa, illetve a Tks5 rokon-fehérje
tanulmanyozasa az EGF jelatvitelben. Orommel jblgtiik, hogy terveink doattobbségét
sikeresen megvaldsitottuk. A Tks4 génhianyos egdreHozasa ugyanakkor olyan Uj
lehetiségeket teremtett, melynekéebtes eredmenyit a zardjelentésben be kivanunk
szamolni, azonban az ezekkel kapcsolatos publikadsak a késbbiekben fognak
megjelenni.

A Tks4 fehérje elhelyezkedése az EGF jelpalyaban

HelLa sejteket vizsgalva kimutattuk, hogy a Tks4 éfgh EGF kezelés hatasara
transzlokalédik a sejtmembranba és kolokalizaciditain mind az actinnal, mind a

cortactinnak nevezett fehérjével. Megallapitottvabba, hogy siRNS-sel csendesitette
sejtekben, Tks4 hianyaban, jelésen elmarad a sejtekben a membran fodrozédasagille
lamellipodiumok kialakuldsa, illetve sérul a sejtekertilése (spreading) is. Bizonyitottuk

tovabba, hogy a Tks4 kolokalizalédik a cortactinnidétve az Src tirozin kindzzal a sejtek

podoszémaiban (Lanyi A, et al, PLoS ONE 2011, 86&3).

Tovabb vizsgélva a Tks4 szerepét az EGF jelpalyébgallapitottuk, hogy EGF kezelésre az
EGF receptor asszocialodik a Tks4-gyel, illetve taagnik a Tks4 tirozin oldallancokon
tortérs foszforilacidja. Egy kisérletsorozattal bizonyitdd, hogy a Tks4 nem kozvetlenil
asszocialodik az EGF receptorral, hanem kozvetzeSra tirozin kindzon keresztul, mely
foszforilalja is az allvany fehérjét. Kimutattukviibba, hogy a Tks4 N-termindlis részén
talalhatdé PX domén (PH domeénre hasonlit) fontosegst jatszik a fehérje itkddésében,
ugyanis konzervativ aminosavak mutacioja (R71-%lipid-kotés elvesztésevel jar, ami a Pl
3-kindz szerepére utalhat. Raadasul a mutans Tédsdrjé tirozin oldallancokon tortén
foszforilacidja is seérul. A foszforilacio szinténattpdik, ha a Pl 3-kindz jol ismert
gatlészerével, a LY294002-veléatkubaljuk a sejteket. Kimutattuk tovabbéa, hogyHala
sejtekben siRNS technikdval csendesitjuk a Tks€rjéty akkor egy modositott Boyden-
kamrdban vizsgalva a sejtek mozgasat, mind EGFd mbérum hataséra a sejtek mozgasa
drdmaian cstkken. Ez arra utal, hogy a novekeddsiorok jelpalyaiban a Tks4-nek
kulcsszerepe lehet a sejtmozgas szabalyozasabayel(Bn et al, J Biol Chem, 2012,
287(37):31321-9).



Tks4 fehérje kédpartnereinek azonositasa

Ahogy az OTKA palyazat munkatervében igértik, felilea kapcsolatot a svajci Dualsystem
Biotech céggel, aki azt véllalja szabadalmazatott, CaptiVate szolgaltatasaban, hogy
tetsdleges fehérjét tandem-affinitas cimkével (TAP) telbaexpresszalja eds sejtekben az
endogén fehérjével dsszeméthatennyiségben, majd kétszeres affinitastisztitan tiimeg-
spektrometriaval azonositja a csalifehérjével asakidott fehérjéket. A Tks4 fehérjére mi is
elvégeztettilk a szolgaltatast, s kdzel harmincigededm azonositott fehérjét talaltunk, mely
kapcsolodik a Tks4-hez. Erdekes modon ezen fehdgadtt szamos foszfataz, illetve a
sejtciklus szabdlyozasban részieanzim is szerepel (lasd. alabb). Vizsgalni kezdiiakn
fehérjék kapcsolddasat a Tks4-hez, melyek elleenatiyagot lehetett vasarolni. Eddig
sikertlt kimutatnunk, hogy a PP2A foszfataz tadételegysége koimmunoprecipitalédik a
Tks4/HOFI-fehérjével. Munkahipotézisiink szerint altlvanyfehérje szamos szerinen és
treoninon képes foszforilalédni (a tirozinok mdilets ezen szabalyoz6 foszforilacidkban
lehet kulcsszerepe a PP2A foszfataznak. Jelenlegviaggaljuk, hogy az allvanyfehérje
komplexének van-e mértietoszfataz aktivitdsa. A sejtciklus szabalyozasteerepet jatszo
fehérjék kozul sikertlt a Cdc5L (Cell division cgch-like protein) interakciojat kimutatni a
Tks4 fehérjével. A Cdc5L fehérje a G2/M restrikci@nt szabalyozasaban jatszik
kulcsszerepet. A sejtciklus szabalyozasban résétéenérjék, illetve a Tks4 interakcidjat
azert tartjuk nagyon érdekesnek, mert kordbban tdtték, hogy egerekben a zsirszévet
differenciacioja Tks4/HOFI nélkil nem lehetséges kigbbiekben visszatérek erre a
problémara, BL). A fent emlitett kisérletek jelepiatenziven folynak.

Protein Names Protein Descriptions Peptides  Sequence Coverage [%] Mol. Weight [kDa]

SPD2B SH3 and PX domain-containing protein 2B 86 80,1 101,58
PGRC2 Membrane-associated progesterone receptor component 2 2 10,3 23,818
CDC5L Cell division cycle 5-like protein 1 1] 92,25
RM45 39S ribosomal protein L45, mitochondrial 1 6,5 35,351
MRE11 Isoform 2 of Double-strand break repair protein MRE11A 1l 31 80,592
uTS2 Urotensin-2 1 5,8 16,029
MMP15 Matrix metalloproteinase-15 2 4,9 75,806
CND2 Condensin complex subunit 2 1l 2,2 82,562
RM50 39S ribosomal protein L50, mitochondrial il 7 18,325
FA45A Protein FAM45A 1 5,6 40,513
APC7 Isoform 2 of Anaphase-promoting complex subunit 7 1l 2,5 66,855
GRB2 Isoform GRB3-3 of Growth factor receptor-bound protein 2 13 56,7 25,206
PERQ2 PERQ amino acid-rich with GYF domain-containing protein 2 2 1,2 152,53
E2AK4 Isoform 2 of Eukaryotic translation initiation factor 2-alpha kinase 4 1 0,5 186,91
CCD84 Coiled-coil domain-containing protein 84 1l 3,3 37,974
UFL1 Isoform 2 of E3 UFM1-protein ligase 1 1 2,9 89,594
SKP1 Isoform 2 of S-phase kinase-associated protein 1 1 11,7 18,658
TTC24 Tetratricopeptide repeat protein 24 1 117/ 63,396
TADBP TAR DNA-binding protein 43 1 2,9 44,991
SPTB2 Isoform 2 of Spectrin beta chain, brain 1 37 18 274,61
DDX20 Probable ATP-dependent RNA helicase DDX20 2 4,2 92,239
CPNS1 Calpain small subunit 1 1 3,4 28,315
RFA1 Replication protein A 70 kDa DNA-binding subunit 1 2l 68,137
PP2AA Serine/threonine-protein phosphatase 2A catalytic subunit beta isoform 11 49,8 35,594
RCC2 Protein RCC2 1 3,3 56,084
TRPCS Short transient receptor potential channel 5 1 0,8 111,41

Serine/threonine-protein phosphatase 2A 55 kDa regulatory subunit B

2ABA alpha isoform 10 777/ 51,691
TAF2 Transcription initiation factor TFIID subunit 2 1 0,9 136,97
EIF3H Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit H 5 18,5 39,93
RFA2 Replication protein A 32 kDa subunit O il 6,4 38,809

1. &bra: Tks4 azonositott interakcids partner féhér



Tks5/FISH az EGF jelpalyaban

A Tks5/FISH fehérjét a 90-es évek végén irtak tesadr. Irodalmi adatok szerint a sejtek
mozgasaban jatszik szerepet, ugyanis a sejtekbbakiid podoszomakat/invadopodiumok
mikodését szabalyozza. Ezek a sejtorganellumok sgékek ahhoz, hogy a sejtek a
haromdimenzids extracellularis térben mozogni tuala Tekintve, hogy a Tks5/FISH fehérje
nagyon hasonlit a Tks4 fehérjére, vizsgalni kezdtidgy a Tks5 is rész vesz-e az EGF
jelpalydban. Sikerult kimutattuk, hogy EGF hatasaafehérje tirozin oldallancokon
foszforilalodik, a foszforilacioért felés enzim az Src tirozin kinaz. Bizonyitottuk tovabba
hogy a fehérje EGF hatasara a sejtmembranhoz lokaszdik. Ennek a kédésnek az a
mechanizmusa, hogy az EGF hatasara aktivalodokitiax- olyan lipid-termékeket hoz létre,
melyek megkétik a Tks5 PX doménjéet. Akar a Pl 3akingatlasa, akar a PX domén
pontmutacioja, mely a lipid-kétés eliminalja, gdachz EGF-fig§ Tks5 transzlokaciot (Anna
Fekete, et al, J Molecular Signaling, 2013 Aug 7)}&).

A Frank-ter Haar szindroma és a Tks4 mutéaciéja

2010 tavaszan felfedezték, hogy a Tks4 génjénedékie egy ritka, de dramai megjeldnés
emberi génhianyos allapotot, a Frank-Ter Haar samdt okozza. Ezek a betegek alacsony
novesiek, csont- és koponya rendellenességekkel rendetkedatas- és hallaskarosodast
mutatnak, nincsen zsirszovetiik, stb. Erdekes mdaldiks4 gén teljes vagy részleges hianya
mellett egyetlen pontmutaciot talaltak, mely a génhyal azonos tilineteket mutat: a PX
doménben a R43W aminosavcserét. Sikerilt kimut&iniogy a PX domén mutans fehérje
szerkezete instabilli valik és sejten belll azagnesszomakban akkumulalédik. Vébet ez

az oka, hogy a pontmutans fehérje ugyanolyan Winképet mutat, mint ha a fehérje nem is
lenne jelen a sejtekben. Eredményeinket bekildti&eh Communication and Signalling
folyoiratnak, ahol jelenleg revizio alatt van (CaaBdam, Géabor 8gel, Anna Fekete,
Zsuzsanna Németh, Nataliékesi, Judit Ovadi, Kéaroly Liliom, Szabolcs PestikMs Geiszt
and Laszlo Buday, Accumulation of PX domain mutkrdnk-ter Haar syndrome protein
Tks4 in aggresomes, Cell Communication and Sigr@llievizié alatt).

Tks4 génhianyos egérgéllitasa és vizsgalata

A Tks4 génhianyos egér elkészitésével az ameriadiiicArtemisPharma céget biztuk meg.

A kondicionalisan génhianyos egerek 2008-ben készi#l. Természetesen ahhoz, hogy
valédi génkiltott egereink legyenek, a Tks4 egereBee rekombinazt expresszaldo him

egerekkel kellett keresztezni. Utdbbi egerek ivifieseartalmazzak a Cre enzimet, melynek

specifikus hasitasi helye a kondicionalis KO egeeekelhelyezett loxP. Ezt a keresztezést az
MTA KOKI allathdzaban végezték el, s a véglegeshgdryos egér 2012-ben késziilt el. Az

egér dramai morfoldgiai jeleket mutat: a kis mémlett hianyzik a zsirszévete, csont- és
koponya deformitadsokat mutat, sziv- és idegrendgreblémak is mutatkoznak (2. abra).



2. dbra. Tks4/HOFI génhianyos egér (jobb oldaBlémtarsa 25 napos korukban

A KO egér eltérései - ha szabad dsszehasonlitamagyon hasonl6ak a Frank-ter Haar
szindromasa beteg gyerekek defektusaihoz, ahdiészanTks4 fehérje hianya all a hattérben.
El6szor primer fibroblasztokat izolaltunk vad és génlgpbs egerek farkabdl, majd a
sejttenyészeten vizsgaltuk a sejtmozgast EGF hataSajnos a normalis fibroblasztok sem
mozogtak EGF hatasara, illetve a szérummal kiuaggtmozgasban nem lattunk kilénbséget
a vad és a génhidnyos sejtek kozoétt. Szabd GabOK(Kmunkacsoportja segitségével
embriondlis fibroblasztokat is izolaltunk vad ésig@nyos egereki. Ezek a fibroblasztok
méar mozogtak EGF hatasara (megedgez az irodalmi adatokkal), de itt sem lattunk
kilbnbséget a vad és a génhianyos sejtek kozdtB8-Ban Uher Ferenc (OVSZ) segitségével
0j iranyban indultunk el. Uher doktor a Tks4 KO ezl mesenchymaligssejteket izolalt,
melyeket zsirszOvet és csontszOvet iranyban prdfidlt differencialtatni.  Nagy
meglepetésinkre a génhianyos egerekben {eent séril a mesenchymaligssejtek
differenciacios képessége, mely magyarazatat adraipak, hogy miért latunk dramai
morfologiai képet a génhianyos egerek esetébenéfBa, csontszoveti differenciacio
sériilése).

kontroll médium osmén médium

3. abra. Tks4 szikséges a megteletontszoveti differencidciohoz mesenchymétisejtek
esetében. A fetshat lyukban a vad egeraelbzolalt, mig az als6 hat lyukban a KO egerékb
izolalt mesenchymaligssejtek lathatoak. A bal oldali 3-3 lyukban kontmolédium, mig a
jobb oldali 3-3 Iyukban oszteogén médium talalhadkalcium-gazdag precipitatumokat,
melyeket a sejtek termelnek Alizarin red-del fasitetmeg. Mikroszkopos képek: 1, Sejtek
KO egérldl, kontrol médiumban 2, Sejtek KO egékboszteogén médiumban, 3, Sejtek vad
egeérldl, kontrol médiumban, 4, Sejtek vad eg#rimszteogén médiumban



