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BEVEZETO

A rosszindulati daganatos megbetegedések vilagszerte a vezetd haldlokok kozé tartoznak.
2012-ben 8,2 milli6 halaleset volt kothet6 a tumoros elvaltozasokhoz (WHO — Cancer, 2014).
A betegek tulélési esélyét elsdsorban a masodlagos tumorok képzdédése csokkentil. A
legnagyobb problémat a késdi diagnodzis, valamint a kevéssé specifikus kezelési modok
okozzak. Mind a diagnosztikai modszerek, mind a metasztazist célzo kezelések terén nagyfoku

elorelépés varhatd, amennyiben a masodlagos tumorképzddés molekularis hatterére fény dertil.

A metasztazis képzddése bonyolult, sokszereplds folyamat. A koros elvaltozas hatterében
sejtadhézios molekuldk, egyes kemokinek, kiilonbozo jelatviteli titvonalak hibas mitkddése
allhat, valamint a sejtvaznak és a hozza kapcsolddo fehérjéknek is szerepiik van a masodlagos

tumorok képzodésében.

Ezen utdbbi csoportba sorolhat6 az ezrin nevii fehérje, amely az ERM (ezrin/radixin/moezin)
fehérjecsalad tagja. Az ezrint, valamint a tobbi ERM-fehérjét is, hdrom domén épiti fel: az N-
terminalis domén (N-ERMAD vagy FERM domén, 1-296 aminosav), a C-terminalis domén (C-
ERMAD, 479-585 aminosav), valamint a ketté kozotti 6sszekotd régio, az a-helikalis domén
(296-479 aminosav)? (1. abra). Az ezrin egy adapter fehérje, dsszekotd funkcioval bir a
kortikalis filamentalis aktin és a plazmamembran kozott. A membran komponensei koziil
kotdpartnerei lehetnek fehérjék (pl. CD44)3, de akér a foszfatidilinozitol-4,5-biszfoszfat is*. Az
F-aktinhoz C-terminalisaval kotédik, mig a membrankomponensekhez az N-terminalisaval.
Szerkezeti sajatossaga, hogy az N- és C-termindlisa intramolekularis kolcsonhatds révén a
fehérje kotohelyeit lefedve zart konformaciot hozhat létre, ezaltal inaktivalva Snmagat®. Tobb
elésegitik. Az aktivacidhoz hozzajarulhat a foszfatidilinozitol-4,5-biszfoszfat kotése?, vagy a
C-ERMAD egy treoninjanak (Thr567) foszforilacidja, amelyet gyakran a protein kinaz Ca
végez’.

Az ezrin metasztazis kialakulasat serkenté mitkodését tobb kotopartnerével vald kdlcsonhatas
magyardzhatja. Egyik ezek koziil a vastag- és végbél daganatos sejtek invazids frontjan
komplex kotheti, valamint hozzdjarulhat az IkB (NF-«xB inhibitor) foszforilaciojahoz. Ezzel

serkentik az NF-kB-miikddést, amely a ndvekvd tumor invazios képességét fokozza®.
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1. abra: Az ezrin szerkezetének sematikus modellje. Az N-ERMAD ¢és a C-ERMAD egymashoz kétédve zart
konformaciot hozhat 1étre. A protein kinaz Ca, a foszfatidilinozitol-4,5-biszfoszfat és az S100P is képes
aktivalni. Foszfatazok altal végzett defoszforilacié az inaktiv konformacié kialakitdsdhoz jarul hozza.
(Modositva Clucas és mtsai abraja alapjan’)

Az ezrin a sejtek kozotti adhéziot is szabalyozza. Aktiv konformacioban a Rho GTPazok
csaladjaba tartozd Racl fehérjét aktivalva serkenti az E-kadherin adhéziés molekula sejten
beliili felhalmozo6dasat. A tumorsejtek invaziv fenotipusanak kialakulasaban kulcsfontossagu
lehet az E-kadherin molekula expressziojanak csokkenése vagy kiszorulasa a membran
frakciobol®.

Irodalmi adatok szerint kalcium ionok jelenlétében az ezrin N-terminalisdhoz kot6dé S100P
homodimer fehérje felszabaditja az ezrin kotohelyeit, ezzel aktivalva a fehérjét®. Ennek
ismeretében kezdtiik el az S100P-vel azonos fehérjecsaladba tartozdo S100A4 ¢és az ezrin

kdlcsonhatasat vizsgalni.

Az S100P az EF-kéz motivummal rendelkezd, Ca?*-koté S100 fehérjecsalad egyik tagja. Az
S100 fehérjekre jellemzd, hogy féleg homo-, ritkabban heterodimereket alkotva toltik be
funkcidjukat®. Tobb S100 fehérjét is kapcsolatba hoztak kiilonbozé tumortipusokkal, de talan a
tumoros sejttipusok legszélesebb korében az S100A4 taldlhatdo meg. Az S100A4 a
tumorigenezist nem serkenti, hanem a képzd6dott elsddleges tumor metasztatikus potencialjat
novelil®. Szamos kotdpartnere kozott szerepel a p53, amely C-terminalisidhoz kétve gatolja
annak foszforilaciojat, valamint apoptdzist indukal azon sejtekben, amelyekben vadtipusu p53
talalhato. Ezzel mintegy eliminalja az ép tumorszuppresszor p53-mal rendelkez sejteket'!. Az
S100A4 a sejtmotilitas szabalyozasaban is szerepet jatszik, f6 kdtpartnerével, a nem-izom
miozin IIA (NMIIA) motorfehérjével vald kolcsonhatasa révén. Az NMIIA C-terminalis
kotShelye atfed a filamentum-képzddésben fontos doménnel’2, Az NMIIA izoforma a sejt

adhézios komplexeinek érését serkenti, valamint a sejtélen polimerizadlodd aktin



visszahuzasaban (retrograde flow) van szerepe, eczaltal a sejtmigraciot lassitja. Ez
magyarazatként szolgéalhat tehat arra, hogy az S100A4 az aktinpolimerizaci6 és az NMIIA
visszatartd ereje kozti egyensuly megvaltoztatdsaval a sejtnek gyorsabban migrald, invaziv

fenotipust kolcsonozte.

Mind az ezrint, mind az S100A4 fehérjét szdmos daganattipus emelkedett metasztatikus
potencialjaval 0sszefiiggésbe hoztdk. Tobb tumorsejt tipus esetén mindkét fehérje szerepet
jatszhat a varhatéan negativ kimenetelli kor kialakulasaban (pl. az S100A4 ¢és az ezrin

1415 gyomordaganatos'®!’ sejtekben). Az

expressziojanak novekedése megtigyelhetd mellrakos
egyes tumortipusokban az ezrin és az S100A4 részletes hatasmechanizmusanak feltarasa
egyelére még varat magara. Nem kizarhatd, hogy a két fehérje kdlcsonhatdsa hozzajarul a
metasztazis el6fordulasi valoszinliségének novekedéséhez, akar jelatviteli utvonalakban vald

részvétel altal, akar a sejtvazon keresztiil a motilitas novelésével.



CELKITUZESEK

Kutatasaim célja, hogy két metasztazis-asszocialt fehérje, az ezrin és S100A4 kozotti

kolcsonhatast mind in vitro koriillmények kozott, mind tumoros sejtvonalban kimutassam.
A kutatds menete:

- A fehérjék kozti kotédés kimutatdsa pull-down technika, valamint ELISA
modszer segitségével.

- Az N-ERMAD és S100A4, valamint az N-ERMAD és nemkoté mutans S100A4
(S100A4SerA13) kolcsonhatds affinitdsdnak meghatdrozéasa triptofan fluoreszcencia
mérés alapjan.

- Rekombinans DNS konstrukcidk készitése, amelyben a vadtipust vagy mutans
S100A4 fehérjét kddolo DNS szakasz mCherry fluorofort kodold szakasszal van
fuzionaltatva.

- Ezen DNS konstrukciok A431 epitelialis karcindma sejtvonalba juttatésa.

- Sejtfixalast kovetden, (az endogén modon expresszalt ezrint immunfestéssel
lathatova téve) az S100A4 és ezrin kolokalizaciojanak vizsgalata fluoreszcens

mikroszkdpia segitségével.



ANYAGOK ES MODSZEREK

In vitro kotédési vizsgalat pull-down technikaval

Az ezrin és S100A4 kozti kdlesonhatés vizsgalatahoz protein G agardz gyongyoket (Protein G
PLUS Agarose Suspension, Calbiochem) hasznaltam. A kisérletben 3 uM rekombinans teljes
hosszusagu ezrint vagy N-ERMAD-ot 6 uM rekombinans S100A4 jelenlétében, illetve 3 uM
rekombinans teljes hosszasagu ezrint S100A4 hidnydban inkubaltam 1 o6ran keresztiil
szobahdmérsékleten IP pufferben (20 mM HEPES (pH=7,3), 150 mM NaCl, 0,5 mM TCEP,
2,5 mM CacCl,). Az inkubalasi id6 leteltével az egyes oldatokhoz 10-10 pg anti-human S100A4
monoklonalis egér IgG antitestet (PR006.21.3 (#4), Dr. Jorg Klingelhofer laboratoriumabol)
adva, tovabbi 2 orat inkubaltam szobahdmérsékleten. A protein G agaréz gyongyoket (30-30
ul 50%-os szuszpenziot) hasznalatuk eldtt IP pufferben haromszor mostam, majd IP pufferben
oldott 10%-0s BSA (Bovine Serum Albumin, Sigma-Aldrich) oldattal blokkoltam 5 percig az
aspecifikus kotddés elkeriilése érdekében. A gyongydket az immunkomplexeket tartalmazo
oldatokhoz adva enyhe razatis mellett inkubdltam 1 6ran &t szobahdémérsékleten. Ezt kvetden
haromszor mostam IP pufferben. Végiil 50 pl SDS-kezeldt a mintdkhoz adva 5 perces

forralassal elualtam.

Kvalitativ értékeléshez 20-20 pl elticioval SDS poliakrilamid gélelektroforézist (200 V, kb. 1
ora) végeztem 10%-0s Tris-tricines gélen, amelyet Coomassie festékkel 10 percig festettem,

majd 2 oran at festéktelenitd oldattal kezeltem.

A Western blot soran az elticiokbdl 5-5 ul-rel Gjabb SDS-PAGE-t végeztem (150 V, kb. 1,5
ora) 10%-0s Tris-tricines gélen. A gélt, a PVDF membrant és a szlir6papirokat 15 percig
aztattam blottolo pufferben (10% metanol, 25 mM Tris, 190 mM glicin, 0,1% SDS). A PVDF
membrant az aztatds elétt 15 masodpercig 100%-0S metanolban, majd 2 percig vizben
inkubaltam. A blottolas 2 dran keresztiil tartott 100 mA aramerdsségen semi-dry blottold
késziilékben (Gentaur). Ezutan a PVDF membrant atsztrt, TBS-T-ben (20 mM Tris pH=7,4,
150 mM NacCl, 0,1% Tween® 20) oldott 5%-0s tejporral blokkoltam 1,5 éran at. A membrant
egy ¢éjszakan keresztiil 4 °C-on inkubaltam enyhe razatas mellett az 5%-0s tejporban 1:1000
aranyban higitott elsddleges antitesttel (anti-ezrin egér monoklonalis IgG, Santa Cruz).
Négyszer 15 percig mostam a membrant TBS-T-vel. 1,5 orat inkubaltam az 5%-0s tejporban

1:3000 aranyban higitott méasodlagos antitesttel (kecskében termelt anti-egér HRP-konjugalt
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antitest, Santa Cruz). Ujabb négyszer 15 perces TBS-T-vel torténd mosast kovetden a membrant
kétszer 5 percig 1x Assay Pufferrel (Applied Biosystems) kezeltem. Az el6hivas a szubsztrat
(Pierce ECL Western Blotting Substrate) hozzaaddsadval kemilumineszcencian alapul,

fotopapirra torténik, eléhivo, majd fixalo oldatban, végiil vizben torténd aztatassal.

Az ezrin-S100A4 kolcsonhatas kimutatasa ELISA modszerrel

A kot6dés kimutatasahoz 96-lyuktt Maxisorp® plate-re 30 ug/ml vadtipusti rekombinans ezrint,
15 pg/ml rekombindns N-ERMAD-ot immobilizaltam 0,1 mM EDTA-t tartalmaz6 TBS
pufferben (20 mM Tris pH=7,4, 150 mM NaCl). Az immobilizalas 4 °C-on zajlott egy éjszakan
TBS-ben oldott BSA-oldattal (BSA-TBS) blokkoltam az egyes lyukakat fél oran keresztiil
szobahdmérsékleten. Minden lyukra 30 pg/ml-t61 (dimer S100A4 koncentraciot tekintve 1,25
uM-t6l) 7 tagh felezd higitasi sorban S100A4 rekombinans fehérjét mértem, majd 2 o6ran
keresztiil szobahdmérsékleten inkubaltam (a BSA-TBS puffer ez esetben EDTA helyett 5 mM
CaClz-ot és 0.1% Tween® 20-at tartalmazott, a tovabbiakban az antitestek oldasahoz is ezt a
puffert hasznaltam). Ezt kovetden 5 mM CaClz-ot tartalmaz6 TBS-T-vel haromszor mostam a
lyukakat, majd 1:2000 aranyban higitott elsddleges antitestet (egér anti-human S100A4
monoklondlis IgG antitest, PR006.21.3 (#4)) mértem rajuk (1 ora, szobahdmérséklet).
Haromszori mosast (5 mM CaClz-ot tartalmazé TBS-T-vel) kovetden ramértem az 1:2000
aranyban higitott masodlagos antitestet (kecskében termelt anti-egér HRP-konjugilt IgG
antitest, Santa Cruz). 45 perc mulva haromszor mostam a lyukakat. Az el6hivast TMB
szubsztrat segitségével végeztem (Thermo Scientific), a szinreakciot 1 M-os HCI oldattal
allitottam le. Az abszorbanciat 450 nm-es hullamhosszon BioTek plate reader-rel olvastam le.
Kontroll kisérletben nem immobilizaltam ezrint, a blokkolastol kezdve kezeltem a fent irtaknak
megfelelden a lyukakat. Ezek abszorbancidjanak értékét a kiértékelés soran kivontam az ezrint

crer

program segitségével az

{{'| +{': + Kd' — ‘-.,-"::il:ill + L) + Kd']: —4. Op s '}
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(2-ar) egyenlet alapjan

végeztem, ahol c1 az S100A4 koncentracidja, c2 az N-ERMAD vagy ezrin koncentracidja, Kq a



kotés disszociacios allandoja, I a mért fény intenzitdsa, Imax €s Imin @ fény intenzitdsa, mikor az

alkalmazott S100A4 mennyiség egésze (Imax) vagy semekkora hanyada (Imin) 1étesit kotést.

A kotddes jellemzeése triptofan fluoreszcencia meressel

A mérés soran hasznalt rekombinians N-ERMAD koncentracioja alland6, 0,25 uM. A
rekombinans S100A4 vagy S100A4SerA13 fehérjékkel 4 uM-tol (dimer koncentraciot tekintve
2 uM-t6l) 10 tagu felezo higitasi sort készitettem. A higitast 20 mM HEPES (pH=7.,5), 150 mM
NaCl, 0.5 mM TCEP, 1 mM CaCl; tartalmu pufferben végeztem. Az oldatokat 60 percig
inkubaltam szobahdmérsékleten, majd fekete 384-lyuku plate-en BioTek plate reader
segitségével kiviteleztem a mérést a kovetkezd beallitdsokkal: extinkcio: 297 nm (£9),

emisszio: 340 nm (£9). A disszociacids allando szamitasa a fent leirtaknak megfelelden tortént.

Rekombinans DNS konstrukciok készitése

A plazmid DNS konstrukciokban az mCherry fluoreszcens fehérjét kodolo DNS szakaszt koveti
a vadtipusu S100A4 vagy mutdns S100A4SerA13 (Cys81Ser, utols6 13 aminosav nélkiil)
fehérjét kodoldo DNS szakasz. (Ezaltal a pmCherry-C1-S100A4 ¢és pmCherry-C1-
S100A4SerA13 vektorok eldallitasa volt a cél). Mindez biztositja, hogy a plazmidrol atir6do

S100A4 vagy mutans S100A4 fehérje N-terminalisan fuzionaltatva lesz a fluoroforral.

Az iires vektor (pmCherry-Cl) eléallitasahoz pEGFP-C1 (Clontech) plazmidban az eGFP
fluorofort kodolo DNS szakaszt mCherry fluoreszcens fehérjét kodolora cseréltem Nhel és
BspEI restrikcios endonukledzok segitségével. Templatként mCherry fehérjét kodold vektort
hasznaltam, PCR reakcid segitségével hoztam Iétre a két restrikcios endonukleaz

felismerdhelyét a kovetkezd két primer segitségével:

Forward: 5>-GGATATGCTAGCGCTACCGGTCGCACCATGGTGAGCAAGGGC-3’
Reverse: 5’-GCGTATTCCGGACTTGTACAGCTCGTCCA-3’

A PCR reakci6 sordn alkalmazott paraméterek:

95 °C, 2 perc (aktivacio); 95 °C, 20 mp (denaturacio); 63 °C, 10 mp (annelacio); 70 °C, 15 mp
(elongacid); 70 °C, 5 perc (végsd lanchosszabbitas); 35 ciklus. Kod Hot Start DNS polimerazt

hasznaltam.



Ezt kovetden az eldallitott inszertet (mCherry fluorofort kodold szakaszt) 1%-os agardz gélben
futtatds utan a gélbdl izolaltam, majd DNS-tisztitoé kittel (EZ-10 Spin Column DNA Gel
Extraction Kit, Bio Basic Inc.) tisztitottam. Mind a vektort (peGFP-C1), mind az inszertet
szekvencialisan emésztettem Nhel (Fermentas), majd BspEI (New England Biolabs) restrikcios
endonuklazokkal, egyenként 2 orat 37 °C-on eldszor Tango puffer (Fermentas), majd NEBuffer
3.1 puffer (New England Biolabs) hasznalatdval. A hasitott vektort 1%-os agar6z gélbol
izolaltam, majd ezt és az inszertet DNS-tisztito kittel tisztitottam. A DNS darabokat T4 DNS
ligdz enzimmel (Fermentas) ligaltam T4 DNS ligaz pufferben (Fermentas) 45 percig
szobah6mérsékleten. A ligitumot DH5a E. coli sejtekbe transzformaltam: 100 pl kompetens
sejthez 10 pl ligdtumot adtam, majd 15 percig jégen inkubaltam. Ezt kovetéen hésokkoltam a
sejteket 1 percig 42 °C-on, majd 2 percig jégen tartottam. 300 ul LB taptalaj hozzaadasat
kovetden a sejteket 37 °C-os razatd inkubatorba tettem 30 percre a kanamicin rezisztencia gén
kifejezddéséhez. A transzformalt sejteket 30 pg/ml kanamicint tartalmaz6 LB taptalajokra
szélesztettem, egy éjszakan at 37 °C-on novesztettem. A kinétt telepek koziil a megfeleld
plazmid konstrukcidt tartalmazok kivalasztasat PCR reakcié (Dream Taq DNS polimeraz,
Fermentas) segitségével végeztem. Az ehhez hasznalt primer oligonukleotidok egyike vektor-
specifikus (5’-GTCTATATAAGCAGAGCT-3’), mig a masik (5°-
ATCATCATCATCCTGGATCCCGCCCAGGATGTTGCCGTC-3) csak az eGFP fluorofort
kodolo szakaszhoz kotédik, az mCherry-éhez nem. Ebbdl kovetkezden a PCR termék hidnya
jelenti a pozitiv eredményt. Az ilyen eredményt ado telepekrdl leoltottam 3-3 ml 30 pg/ml
kanamicint tartalmaz6 LB taplevesbe, amelyeket 37 °C-on egy ¢éjszakan at razato inkubatorban
novesztettem. Végiil plazmid tisztito kit segitségével (EZ-10 Spin Column, Plasmid DNA Kkit,
Bio Basic Inc.) a pmCherry-C1 plazmidokat izolaltam.

Az eldallitott pmCherry-C1 plazmidot vektorként hasznalva létre lehetett hozni a tervezett
konstrukciokat. Az S100A4SerA13 inszertet PCR reakci6 segitségével allitottam elé pIRES2-
S100A4SerA13-GFP templat hasznalataval. A reakcioban hasznalt primer oligonukleotidok

tartalmazzak az emésztésnél hasznalandé két restrikcidés endonukleaz felismeréhelyét:
Forward: 5’-GGATAT GGTACCATGGCGTGCCCTCTG-3’

Reverse: 5’-CGGGATCCTTATTCGTTACACATCAT-3’

A PCR reakci6 paraméterei:

95 °C, 2 min (aktivacid); 95 °C, 20 s (denaturacid); 55 °C, 10 s (annelacid); 70 °C, 10 s
(elongacid); 70 °C, 5 min (végs6 lanchosszabbitas); 35 ciklus
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Az eléallitott inszertet 1%-0S agardz gélbol izolaltam, majd DNS-tisztito kit (EZ-10 Spin

Column DNA Gel Extraction Kit, Bio Basic Inc.) segitségével tisztitottam.

Az S100A4-et kodold inszert elballitasat egy kész konstrukciobol (pEGFP-S100A4-C1)
BamHI-HF és Kpnl-HF (New England Biolabs) restrikcios endonukleazokkal végzett hasitassal
végeztem CutSmart pufferben (2 6ran at 37 °C-on). Ugyanezen enzimekkel emésztettem a
pmCherry-C1 vektort és az S100A4SerA13 mutans inszertet is 37 °C-on 2 6ran at. A
tovabbiakban a vektor eldallitdsanal leirt médon jartam el. A megemésztett vektort 1%-0S
agaroz gelbdl izolaltam, majd az inszertekkel DNS-tisztitd kittel tisztitottam, fent olvashato
modon végzett ligalds és transzformalds utdn a masnapra kinétt telepeket PCR reakcioval
szkrineltem. Azokrol a telepekrél, amelyek pozitivnak bizonyultak, leoltottam, majd a

plazmidot tisztitottam a fent leirtaknak megfelelden.

A szekvenciat Sanger-féle automata szekvenaldssal ellendriztettiik a fenti vektor-specifikus

oligonukleotid segitségével.

A431 epitelialis karcinoma sejtek fenntartasa

Az A431 tumoros sejtvonal Dr. Buday Laszlo laboratériumabol szarmazik (Magyar
Tudomanyos Akadémia Természettudoméanyi Kutatokdzpont, Enzimologiai Intézet). A sejtek
novesztése 25 cm?-es sejttenyésztd flaskakban, Pen/Strep/Amphotericin B Mixture (Lonza)
tartalmic DMEM (4,5 g/l gliikkoz és L-glutamin, Lonza) médiumban, 10% szérum (FBS,
Biowest) mellett, 5%-0s CO»-tartalmu, 37 °C-os inkubatorban tortént. Sejtpasszalashoz EDTA-
tartalmu tripszin oldatot hasznaltam (Trypsin-Versene EDTA Mixture 200mg/l EDTA
170000U tripszin/l, Lonza).

Kolokalizacios vizsgalat A431 epitelialis karcinéma sejteken

A kisérlethez a fenntartott A431 sejtvonalat targylemezre erdsitett tenyésztd kamrakban (8-
kamras Nunc® Lab-Tek® Chamber Slide™ system) novesztettem. A sejtek szamanak
meghatarozasdhoz Biirker-kamrat hasznaltam, 20.000 sejt keriilt egy kamrdba. Két nappal
késObb az A431 sejteket kb. 60%-o0s konfluencidnal FuGene HD (Promega) transzfekcios
reagens segitségével transzfektaltam. A transzfektalas soran 100 pl Optimem (sz€rummentes)

médiumhoz 550 ng plazmid DNS-t (pmCherry-C1 vagy pmCherry-C1-S100A4 vagy
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pmCherry-C1-S100A4SerA13), majd 2,2 ul FuGene reagenst adtam, majd szobahémérsékleten
inkubaltam 20 percig. Ezutan az oldatokat a sejteken 1évé tapoldathoz csepegtettem. A
transzfektalo reagenst tartalmazo oldat 6 6ran 4t maradt a sejteken, majd ezt szérummentes
Growth Factor) stimulaltam a kiilonb6z6 konstrukciokkal transzfektalt sejteket, az ugyanezen
plazmidokkal transzfektalt kontroll sejteket nem kezeltem EGF-fel. A stimulalast 15 percig
végeztem 37 °C-os inkubatorban, ezt kovetéen a médiumot eltavolitottam a kamrakrol, 37 °C-
os PBS-sel (Phosphate Buffered Saline, Lonza) mostam, majd 4%-os paraformaldehiddel
(PBS-ben oldva) 20 percig szobahémérsékleten fixaltam. A fixalast kovetéen haromszor
mostam a kamrakat PBS-sel, majd PBS-ben oldott 0,1%-0s Triton-X oldattal permeabilizaltam
a sejteket 15 percig. Az inkubalasi id6 leteltével PBS-ben oldott 0,5%-0s BSA oldattal (PBB)
haromszor mostam a kamrékat, majd 2%-o0s BSA oldattal blokkoltam a preparatumot 45 percig
szobahdmérsekleten. 2%-0s BSA oldatban higitottam az elsddleges antitestet (anti-ezrin egér
monoklonalis IgG antitest, Santa Cruz) 1:300 aranyban. Az elsédleges antitesttel 1 oran
keresztiil inkubaltam a sejteket fényt6l védett helyen. Az inkubalast kovetden a preparatumot
Otszor mostam PBB-vel, majd a 2%-os BSA oldatban 1:800 aranyban higitott masodlagos
antitestet (kecskében termelt anti-egér Alexa-488-konjugalt antitest, Life Technologies) adtam
a kamrakhoz. 1 6rds fényt6l védett helyen torténd inkubalast kovetden Otszor mostam a
(Life Technologies) oldattal kezeltem a sejteket 5 percig fénytdl védetten. Ezt kdvetéen
haromszor mostam moséasonként 3 percig PBS-sel a preparatumot. A lefedést 24x40 mm-es

feddlemezzel végeztem Mowiol ragasztoanyag segitségével.

A preparatumokrdl szemikonflokalis mikroszkoppal késziiltek képek (Zeiss Axioimager Z1,
hasznalt program: Axiovision 4.2, Apotome 1 szemikonfokalis feltét hasznalataval, a megfeleld
szlir6k beallitasaval). Az elkésziilt képek feldolgozasahoz az ImagelJ program nyujtott

Segitséget.

Az A431 sejtvonal endogén ezrint expresszal, amelyet western blot segitségével mutattunk ki.
A sejtek liziséhez hasznalt lizis puffer: 1% Triton-X, 25 mM Tris, pH=7,4, 150 mM NaCl, 2,5
mM DTT, 2 mM EDTA, proteaz inhibitor koktél. A PBS-sel mosott és centrifugalt (1200 rpm,
4 perc) sejteket 30 percig, 4 °C-on lizaltuk, majd 30 perc (4 °C, 14000 rpm) centrifugalas utan
Kontrollként 100 és 500 ng rekombinans ezrint hasznaltunk. A western blot a tovabbiakban a

fent leirt médon tortént.
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EREDMENYEK ES MEGVITATASUK

In vitro kotédési vizsgalat pull-down technikaval

A Kkisérlettel bizonyitani kivantam, hogy az S100A4 Ca?* jelenlétében in vitro koriilmények

kozott koti a teljes hosszusagu ezrint, illetve az ezrin N-terminalis doménjét.

A kotddési vizsgalat soran S100A4 fehérjére specifikus IgG antitestet hasznaltam. Az IgG
antitest Fc-régidja polaros kolcsonhatasokon alapuld kotést 1étesit a Streptococcus-eredetii
protein G-vel'®, Ezaltal a kisérletben hasznalt protein G agaréz gydngydkre az S100A4
immobilizalddott. A vizsgalatot rekombinans fehérjékkel végeztem. Az aspecifikus kotddés
kimutatasdhoz kontroll kisérletben az S100A4-specifikus antitesttel csak teljes hosszusag
ezrint inkubaltam S100A4 nélkiil (2. abra C oszlop). A tobbszori mosast koveté SDS-
kezeldvel torténd kezeléssel kapott elucidokat a 2. abram lathatdé SDS-PAGE eredménye
mutatja. Mind a teljes hosszsagu ezrin (2. abra B 0szlop), mind az N-terminalis doménje (2.
abra A o0szlop) kikotédott az immobilizalt S100A4-hez Ca?* mellett. Tehat az S100A4 az ezrin
N-termindlis doménjéhez kotddik. Az elucid sordn mindhdrom kisérletnél konzekvensen
megjelent a blokkoldsnal hasznalt BSA (~67 kDa az SDS-gélen), valamint az immobilizalashoz

hasznalt antitest nehéz-¢és konnytildnca (~50 kDa és ~25 kDa az SDS gélen).
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Anti-S100A4 I1gG
koénnydlanc
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Pull-down eredménye Rekombinans fehérjek

2. abra: A protein G agaroz gyongyokkel végzett pull-down kisérlet eredménye.
A: N-ERMAD és immobilizalt SI00A4; B: teljes hosszusagh ezrin és immobilizalt SI00A4; C: teljes
hosszusagu ezrin S100A4 nélkiil (kontroll).

A western blot készitésénél ezrin-specifikus antitest hasznalataval bizonyithat6, hogy valoban
ezrin kotodott ki az immobilizalt S100A4-hez (3. abra). A western blot soran az anti-egér
masodlagos antitest a pull-down-nal hasznalt egérbdl szarmazo S100A4-specifikus antitest
nehéz-és konnyiilancat is kKimutatta. Az N-ERMAD nem jelenik meg, mivel a kisérlet soran

felhasznalt elsddleges antitest az ezrin C-terminalisahoz kotodik.
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3. abra: A 2. abran bemutatott gélen futtatott mintakkal (A,B,C oszlopok) késziilt western blot. A nehézlanc 50
kDa-nél, a konnylilanc 25 kDa-nal lathato, az ezrin kb. 80 kDa-nal fut.

Az ezrin-S100A4 kolcsonhatas kimutatasa ELISA moddszerrel

A mérés kitlizott célja volt a kdlesonhatas kimutatéasa a teljes hosszusagu ezrin, az N-ERMAD
¢s az S100A4 kozott, valamint az egyes kotddések hozzavetdleges disszociacios allandoinak
meghatarozasa. A kotddési vizsgalathoz ezuttal vadtipusu teljes hossziisagl ezrint, illetve N-
ERMAD-ot immobilizaltunk. Mindkét esetben sikeriilt kimutatni az S100A4 fehérjével valo
kotédést. A 4. abran lathatd, hogy az N-ERMAD-hoz nagyobb affinitassal kotodik az S100A4,
mint a vadtipust ezrinhez, amely alatdmasztja, hogy ezen a doménen talalhato a kotéhelye. A
méréssel kapott disszociacios allandok az 1. tablazatban talalhatoak. A disszociacios allando

szamitasanak részletei az Anyagok és modszerek ide vonatkoz6 részénél megtalalhatoak.
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4. abra: Az S100A4 kotédése a vadtipust ezrinhez és az N-ERMAD-hoz.

Kq¢(uM) | Standard Error
N-ERMAD 0,116 0,012
Ezrin vadtipus 0,916 0,076

1. tablazat: Az ELISA moédszerrel kapott disSzociacios allandok a vadtipustt S100A4 fehérjével.

A kotddés jellemzése triptofan fluoreszcencia méréssel

A mérés alapja, hogy az N-ERMAD-ban az S100P k&tohelye!® alapjan az S100A4 feltételezett
kotohelyén egy triptofdn aminosav taldlhat6. Amennyiben az S100A4 koétédik az N-ERMAD-
hoz, a triptofan lefedésével a megfeleld gerjesztési és emisszids hullamhosszat alkalmazva

fluoreszcencia-valtozas mérhetd.

A kisérlettel az N-ERMAD ¢s az S100A4 fehérjék kozti kolcsonhatds disszociacios
allanddjanak meghatarozasat végeztiik. A mérés masik célja, hogy kimutassuk az N-ERMAD
és S100A4SerA13 mutans fehérjék kozti esetleges kotédést. A labor korabbi méréseinek
eredményeként feltehetd, hogy az N-ERMAD ¢és a nem-izom miozin Il1A verseng az S100A4
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kotésért, tehat kotéhelylik valdszintileg atfed az S100A4-en. Az S100A4SerA13 mutans fehérje
nem kotddik a nem-izom miozin 11A-hoz*2, tehat feltételezhetjiik, hogy az N-ERMAD-hoz sem

kot. Ez a feltevés triptofan fluoreszcencia méréssel bizonyithato.

A mérés alapjan (5. abra) az SI00A4 0,3 uM-os disszociacios allandéval kotédik az ezrinhez,
ami Osszecseng az ezrin-S100P kdlcsonhatas affinitasavall®. Ezzel szemben az S100A4SerA13
¢s az ezrin kozott nem mutathatd ki kotddés, tehat a mutans fehérje a késobbi kolokalizacios

vizsgalatokban hasznalhat6 negativ (nem-kotd) kontrollként.
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5. abra: Triptofan fluoreszcencia mérés S100A4-ezrin és S100A4SerA13-ezrin kolcsonhatasok esetében. Az
S100A4 kb. 0,3 uM-os disszociacios allandoval kotédik, mig az S100A4SerA13 nem mutat jelentds affinitast az
ezrinhez.

Kolokalizacios vizsgalat A431 epitelialis karcinoma sejteken

A szekvenalas eredménye megerdsitette, amit az elézéleg elvégzett szkrinelések soran vartunk
(6. abra), hogy a kivant plazmid konstrukciokat (pmCherry-C1, pmCherry-C1-S100A4,
pmCherry-C1-S100A4SerA13) sikeriilt el6allitani, a késébbiekben ezekkel dolgozhattam. Az
A431 epitelidlis karcinoma sejtekben az mCherry vagy mCherry fluoroforral fuzionaltatott
S100A4 vagy S100A4SerAl13, illetve az immunfestéssel megjelolt endogén ezrin

kolokalizacigjat vizsgaltam (8, 9, 10. abra).
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6. abra: Az elkészitett plazmid konstrukcidkrol késziilt szkrinelés agar6z gélképen.

A: pmCherry-C1 plazmid szkrinelése (a gélképen balrdl jobbra lathatd: négy E. coli teleprél leoltott, pucolt
minipreparatum, 1étra, a klénozas soran templatként hasznalt mCherry fluorofort kodolé plazmid, pEGFP-C1). A
PCR termék hianya pozitiv eredményt jelent, hiszen a hasznalt reverse primer oligonukleotid csak a GFP-t
kodolo szakaszhoz anellal.

B: pmCherry-C1-S100A4SerA13 és pmCherry-C1-S100A4 plazmidok szkrinelése (a gélképen balrdl jobbra
lathat6: hat pmCherry-C1-S100A4SerA13 plazmidot tartalmazo E. coli teleprél késziilt PCR termék, pmCherry-
C1-S100A4SerA13 ligatumrol késziilt PCR termék, létra, hat pmCherry-C1-S100A4 plazmidot tartalmazo E.
coli telepr6l késziilt PCR termék, pmCherry-C1-S100A4 ligatumrol késziilt PCR termék).

Az ezrin endogén expresszidjanak bizonyitasat western blot segitségével végeztik A431

sejtlizatumbol (7. abra).

140 kDa 500 ng ezrin

100 kDa
70 kDa

100 ng ezrin

55 kDa

40 kDa

7. abra: Az A431 sejtvonal endogén ezrin expresszidja.

Szamos esetben megfigyelték, hogy az ezrint tulexpresszal6 A431 sejtek EGF stimulalas
hatasara hosszabb, tobb filopodiumot fejlesztenek?®. Lehetséges, hogy a sejtek EGF-kezelése
az intracellularis Ca®* koncentracio névekedésén keresztiil S100P altali ezrin aktivaciot okoz,
ami ezaltal a membran mikrovillusaiba transzlokalodik®. Feltételeztiik, hogy hasonlé médon

hathat az S100A4 is.

Az mCherry fluorofort (8. abra) vagy mCherry-S100A4SerA13 fazios fehérjét (9. abra)
kodolo plazmiddal transzfektalt sejtekben a termelddo fehérjék EGF kezeléstol fliggetleniil nem
kolokalizaltak az immunfestéssel jelolt ezrinnel. Ezzel szemben az mCherry-S100A4 fehérjét
kodold plazmiddal torténd transzfektalds utan a képzodott mCherry-S100A4 fuzios fehérje
EGF-kezelés hatasara kolokalizaciot mutatott az immunfestéssel lathatova tett ezrinnel (10./D,
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E, F abra). Ez a hatas elmaradt, amennyiben nem tortént meg az EGF-fel valo stimulélas
(10./A, B, C abra). Ennck tobb lehetséges oka van. Az EGF-stimulus hatasara foszfolipaz C
(PLC) aktivalodik, amely enzim foszfatidilinozitol-4,5-biszfoszfat hasitasaval diacilglicerolt
(DAG) és inozitol-1,4,5-triszfoszfatot (IP3) eredményez. Utdbbi az endoplazmatikus retikulum
Ca?" csatornainak nyitasaval az endoplazmatikus retikulum ,,raktarabol” Ca?*-ot szabadit fel,
ezzel hozzajarulva (egyéb sejttani folyamatok mellett) a kalciumkotd fehérjék aktivaciojahoz.
Ez utébbiak kozé tartozik az S100A4 is, amely Ca?*-ot kotve célfehérjéihez ktddhet, kdztiik
az ezrinhez is. Mas oldalr6l megkozelitve, a PLC aktivitasa soran felszabaduld masik termék,

a DAG a protein kindz C (PKC) aktivatora. Egyes izoformak aktivacidjahoz tovabba Ca?" is

crer

crer

funkcioképess¢ valt ezrin kotOpartnereivel (beleértve az S100A4-et is) kialakithat

kolcsonhatast.

8. abra: A431 sejtek mCherry-t kodold plazmiddal transzfektalva, ezrin masodlagosan Alexa-488 konjugalt
antitesttel jelolve.A, B, C: EGF stimulus nélkiil. A filopodiumok révidebbek
D, E, F: EGF stimulust kdvet6éen hosszu filopoédiumokkal.
Kolokalizacio6 egyik esetben sem figyelhet6 meg.
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9. abra: A431 sejtek mCherry-S100A4SerA13 fazios fehérjét kodold plazmiddal transzfektalva, ezrin Alexa-488
konjugalt antitesttel jelolve.
A, B, C: EGF stimulus nélkiil. A filopédiumok révidebbek
D, E, F: EGF stimulust kdvetden hossza filopédiumokkal.
Kolokalizacid egyik esetben sem figyelheté meg.

Ezrin

10. abra: A431 sejtek mCherry-S100A4 fazios fehérjét kodolo plazmiddal transzfektalva, ezrin Alexa-488
konjugélt antitesttel jeldlve.
A, B, C: EGF stimulus nélkiil. A filopodiumok révidebbek
D, E, F: EGF stimulust kdvet6éen hosszu filopoédiumokkal.
Kolokalizacié6 EGF-kezelést kovetden megfigyelheto.
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OSSZEFOGLALO

A masodlagos tumorok a daganatos megbetegedések okozta halalozas 90%-aért felelések®. A
metasztazisok molekularis hatterének csupan toredéke feltart. Az eziranyu kutatasok jelentds
része a tumorsejtek invazivitasanak okat vizsgaljak. Két lehetséges résztvevo, az ezrin és az

S100A4 fehérjék kolcsonhatasat vizsgaltam munkam soran.

Az eredményeket Osszegezve elmondhatd, hogy az ezrin és az S100A4 in vitro kotddnek
egymashoz Ca®* jelenlétében, sejtes rendszerben pedig kolokalizaciot mutatnak EGF-kezelés
hatasara. A kotédés disszociacios allanddja kb. 0,1-0,3 uM, amely hasonlé az S100P-ezrin

kolcsonhatés esetén mért 0,3 pM-hoz?°.

A 11. abran jelzem a fehérjék feltételezett kotOhelyeit, amennyiben feltételezziik, hogy az
S100A4 és az S100P kotShelye megegyezik az N-ERMAD-on'®. A Nyitray-laboratoriumban
végzett korabbi kisérletek alapjan elmondhato, hogy az SI00A4 kotésért verseng az N-ERMAD
¢és a nem-izom miozin IIA, tehat kotOhelyiik feltehetdleg atfed az S100A4-en. Céljaink kozott

szerepel a komplex kristalyszerkezetének meghatarozésa.

11. abra: A: N-ERMAD szerkezete, vorossel jelzett a régio, amelyen az S100A4 feltételezett kotohelye
talalhat6. B: Ca?*-kotott SI00A4 homodimer szerkezete, vorossel jelzett a NMIIA kotéhelye, mellyel az ezriné
atfedhet.

(S100A4: PDB ID: 2Q91, N-ERMAD: PDB ID: 1NI2, az abrak a PyMOL programmal késziiltek.)

A jovoében a kolcsonhatas biologiai jelentdségét célzo kisérletek elvégzésére lesz sziikség.
Terveink k6zott szerepel a kotddést tovabbi modszerekkel alatdmasztani, pl. Feliileti Plazmon
Rezonancia (SPR) méréssel, valamint meghatarozni, hogy az ezrin-S100A4 kotddés milyen

hatéssal van az ezrin-F-aktin kdlcsonhatasra. Az S100P fehérjéhez hasonléan® feltételezhets,
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crer

F-aktin kotést (az itt nem bemutatott elokisérletek alatamasztjak a feltételezésiinket).

Ezen kiviil szeretnénk tovabbi sejtes rendszerben (FRET mddszerrel) kimutatni a kdlcsonhatast.
Végil migracios tesztekkel ellendrizhetd, hogy a két fehérje kotddése kapcsolatba hozhato-e az
invazios képességgel, ezen keresztiil a metasztazisok kialakuldsaval. Amennyiben ez fennall, a
kolcsonhatas jellemzése alapot biztosithat jovébeli metasztazist célzo gyogyszerfejlesztések

szamara is.
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MAGYAR ES ANGOL NYELVU REZUME

Az ezrin az ERM (ezrin, radixin, moezin) csalddhoz tartoz6 adapter fehérje, kapcsolatot teremt
az F-aktin és a sejtmembran kozott, ezaltal részt vesz az epitél sejtek kortikalis aktin sejtvazanak
szervezésében. Az ezrin N-és C-termindlisa kozotti intramolekuldris kdlcsonhatds inaktiv
konformaciot alakit ki, lefedve a fehérje kotdhelyeket. Aktiv formaban az ezrin N-terminalis
doménje membran fehérjékhez kothet, mig C-terminalis doménjén talalhatdo az F-aktin
kotéhely. Az ezrin szamos tumoros sejt esetén tultermelddik, valamint feltehetdleg részt vesz a

metasztazisok képzddésében.

Az S100A4 a Ca?*-kotd EF-kéz motivummal rendelkezé S100 csalad tagja, szintén
Osszefiiggésbe hozhat6 a masodlagos tumorok keletkezésével. Az S100A4, az ezrinhez hasonlo
modon, részt vesz a sejtvaz szervezésében, szabalyozza a sejtmotilitast a nem-izom miozin lA-

val val6 kolecsonhatasa révén.

Az ezrin és S100A4 fehérjék kozti kotddés kimutatasat ELISA és pull-down technikéval
végeztik. A  kolcsonhatds disszociacidos allanddjanak meghatarozasahoz  triptofan
fluoreszcencia mérést alkalmaztunk. A kotédést tumoros sejtvonalon is bizonyitottuk, A431
epitelidlis karcindma sejteken végzett kolokalizacios kisérlettel. Az A431 sejteket mCherry
fluoreszcens fehérjével fuzionalt vadtipusu vagy mutans S100A4-et kodolo plazmiddal
transzfektaltuk, az endogén modon expresszalt ezrint immunfestéssel jeloltik. Az ezrin €s
S100A4 fehérjék a metasztazis kialakuldsahoz kothetdek, az interakcidjuk jellemzésével 1)

kezelési lehetdségekre nyilhat lehetdség a jovoben.

Ezrin is an adapter protein that belongs to the ERM (ezrin, radixin, moesin) protein family and
has a role in connecting the cortical F-actin to the cytoplasmic membrane, hereby ezrin
participates in organizing the cortical F-actin cytoskeleton of epithelial cells. Intramolecular
interaction between the N-and C-terminal domains of ezrin forms an inactive conformation that
blocks protein-protein interaction sites. Unmasked N-and C-terminal domains of activated ezrin
bind to the cytoplasmic membrane and F-actin, respectively. Overexpression of ezrin is
common in a variety of cancer cells demonstrating an essential role of ezrin in forming

secondary tumours.
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S100A4 is a member of the Ca?*-binding EF-hand S100 protein family and has been identified
as a promoter of metastasis. S100A4, likewise ezrin, takes part in organizing the cytoskeleton,

it regulates cell motility by interacting with non-muscle myosin I1A.

We demonstrated the interaction between ezrin and S100A4 by ELISA and pull-down assays.
Additionally, we performed tryptophan fluorescence measurement to examine the dissociation
constant of the interaction. Co-localization assay revealed an assumable binding between ezrin
and S100A4 in A431 epithelial carcinoma cell line. A431 cells were transfected with plasmids
encoding the mCherry fluorescent protein fused to S100A4 or mutant S100A4, endogenously
expressed ezrin was visualized by immunostaining. Both ezrin and S100A4 has significant role
in metastasis formation, thus characterizing their interaction might facilitate the development
of novel antimetastatic therapies.
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